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Zur Kenntnis der hoherwertigen Verbindungen 
bei den seltenen Erden 


I. Uber das Lanthanoxyd 


Von 


GUSTAV JANTSCH und ERNST WIESENBERGER 


Aus dem Institut fiir anorganisch-chemische Technologie und analytische 
Chemie an der Technischen Hochschule Graz 


(Vorgelegt in der Sitzung am 14. Jinner 1932) 


Auf dem Gebiete der seltenen Erden haben in der letzten 
Zeit besonders jene Untersuchungen ein erhéhtes Interesse be- 
ansprucht, die sich mit dem Auftreten anderer Wertigkeitsstufen 
als der normalen Dreiwertigkeit bei den einzelnen Gliedern der 
Lanthanidenreihe beschaftigen, weil denselben fiir die Systema- 
tik dieser Elementengruppe eine grundlegende Bedeutung zu- 
kommt. Wdahrend die Frage nach der Bildung von Verbindungen 
mit zweiwertigem -Erdelement ziemlich geklirt erscheint und die 
Kigenschaften der betreffenden Salze eingehend studiert wurden, 
bediirfen unsere Kenntnisse tiber das Auftreten héherer Valenz- 
zahlen einer weiteren Vertiefung. 

Neben den gut untersuchten Cer(lV)verbindungen kennt 
man bisher nur vom Praseodym und vom Terbium héhere Oxyde. 
Ks ist aber nicht gelungen, Salze herzustellen, die sich von den 
letzteren herleiten, weil sich diese Oxyde bei der Einwirkung von 
Sduren unter Bildung von (III) Salzen zersetzen. 


Den Sulfiden der allgemeinen Formel MeS, muf nach den 
Untersuchungen von W. Kiemm, K. MetseL und H. A. von Voce * 
die Formulierung Me.S,.S zugesprochen werden. Sie sind als 
Polysulfide aufzufassen. 

Da wir uns hier nur mit den Oxyden beschiftigen wollen, 
fallen die Einwirkungsprodukte von Wasserstoffsuperoxyd oder 
anderen Peroxyden auf die Lésungen der seltenen Erdsalze bei 
Gegenwart von Alkalien aus dem Rahmen unserer Betrachtungen 
heraus. Dieselben enthalten keine héheren Wertigkeitsstufen; sie 





1 W. Kiemm, K. Meise, und H. A. von VoGeL, Z. anorg. Chem. 190, 
1930, S. 133. 
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sind vielmehr als Anlagerungsprodukte von Wasserstoffsuper- 
oxyd an die Hydroxyde bzw. an die basischen Salze aufzufassen, 

Mit den héheren, dunkel gefirbten Oxyden des Praseodyms 
hat man sich in den letzten Jahren mehrfach beschiftigt ?. Das 
Oxyd PrO., das nur unter bestimmten Bedingungen in reiner 
Form erhalten werden kann, leitet sich, wie besonders aus den 
magnetischen Messungen® und der Gleichheit des Gitterauf- 
baues * von PrO, mit CeO, hervorgeht, vom vierwertigen Prase- 
odym ab. Beim Gliihen der Praseodymsalze fliichtiger Siuren 
an der Luft erhilt man ein Oxyd, dessen Zusammensetzung weit- 
gehend von den Erhitzungsbedingungen unabhingig ist und 
welchem annihernd die Formel Pr,O,, zukommt. Dasselbe scheint 
eine salzartige Verbindung von Pr.O, mit PrO, zu sein. Ahnliche 
Verhaltnisse treffen wir bei dem wegen seiner schweren Zuging- 
lichkeit noch wenig untersuchten Terbium. Neben Tb.O, scheinen 
die Oxyde Tb,O, bzw. Tb,O,, und TbO, zu bestehen °. 

Auch bei den anderen seltenen Erdelementen wurde nach 
dem Auftreten héherer Oxyde gefahndet. Die Ergebnisse der 
diesbeziiglichen Untersuchungen sind teilweise recht widerspre- 
chend *; immerhin konnte aber aus denselben geschlossen wer- 
den, daB die Existenz derartiger Oxyde eine recht zweifel- 
hafte ist. 7 

Vor einiger Zeit haben jedoch J. M. Kottuorr und R. E.m- 
quist ‘ bei ihren Untersuchungen iiber quantitative Bestimmungen 

| 2 W. PranpTL und K. Hutrner, Z. anorg. und allg. Chem. 149, 1925, 
S. 235; P. H. Brinton und H. A. Pace, Journ. Amer. Chem. Soc. 45, 1923, 
S. 1460; H. A. Pace. und P. H. Brinton, Journ. Amer. Chem. Soc. 51, 1929, S. 42. 

3 W. Kiem, Z. ang. Chem. 44, 1931, S. 254. 

* V. GoLpscumipT, Osloer Akad. Ber. 1926, Nr. 2, S. 38. 

5 G. Urspain, Ann. chim. phys. (8) 18, 1909, S. 277; V. Gotpscumipr, 
Osloer Akad. Ber. 1926, Nr. 2, S. 38; C. James und D. W. Bisset, Journ. 


Amer. Chem. Soc. 36, 1914, S. 2065; A. J. Grant und C. James, Journ. 
Amer. Chem. Soc. 37, 1915, S. 2652. 

6 R. HerMANN, J. prakt. Chem. 82, 1861, S. 385; H. Zscnrescue, 
J. prakt. Chem. 107, 1869, S. 65; B. Brauner, Proc. Chem. Soc. 191, 1897/98, 
S. 71, und 17, 1901, S. 66, Z. anorg, Chem. 32, 1902, S. 1; A. WAgner, 
Z. anorg. Chem. 42, 1904, S. 118; R. Marc, Ber. D. ch. G. 35, 1902, S. 2370; 
P. T. Creve. Bull. soc. chim. (2) 39, 1883, S. 151; F. R. M. Hrrescocs, 
Journ. Amer. Chem, Soc, 17, 1895, S. 525; L. A. Sarver und P. H. Brinton, 
Journ. Amer. Chem. Soc. 49, 1927, S. 943; H. A. Pacer und P. H. Brintov, 
Journ. Amer. Chem. Soc. 51, 1929, S. 42; R. J. Meyer und Koss, Ber. D. 
ch. G. 35, 1902, S. 3740; R. J. Meyer, Z. anorg. Chem. 4/, 1904, S. 94. 

7 J. M. Ko.tuorr und R. Evmquist, Journ. Amer. Chem. Soc. 53, 1931. 
S. 1230. 
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-on Lanthan Beobachtungen gemacht, die mit den bisherigen Er- 
fabrungen tiber das Verhalten des Lanthanoxyds nicht in Ein- 
klang zu bringen sind. Bei andauerndem Erhitzen von La,O, im 
elektrisch geheizten Muffelofen bei Luftzutritt auf WeiSglut be- 
obachteten sie ein Ansteigen des Gewichtes des Oxyds. Die Zu- 
nahmen betrugen bei fiinf verschiedenen Oxyden bis zu 10°8%. 
Bei anderen Versuchen, wo verschiedene Oxyde, hergestellt aus 
dem Hydroxyd, dem Oxalat bzw. dem Nitrat zur Anwendung 
kamen, waren die Gewichtserhéhungen 18-5 bis 19-7%. Dieselben 
entsprechen annahernd der Bildung von La,0, bzw. La,O,. Es 
velang diesen Autoren jedoch nicht, jene Bedingungen, insbeson- 
dere die erforderlichen Temperaturen festzulegen, bei denen die 
Reproduzierbarkeit dieser Versuchsergebnisse stets gewihr- 


leistet war. 

Bei anderen Versuchen, bei welchen die Temperaturen ge- 
messen wurden, konnten dieselben eine Gewichtszunahme des 
La.O, von 565% feststellen. Diese Zunahme sank bei weiterem 
Erhitzen auf 2% herab. Als das Oxyd lingere Zeit im Verbren- 
nungsofen im Sauerstoff- bzw. Luftstrome bei Temperaturen zwi- 
schen 800 und 1200° erhitzt wurde, lie} sich nur eine geringe 
Zunahme seines Gewichtes beobachten. Dasselbe war der Fall, 
als demselben in Anlehnung an die Versuche von R. Marc® ge- 
ringe Mengen Ceroxyd bzw. Platin beigemengt wurden. ‘Trotz 
dieser zum Teil recht widersprechenden Beobachtungen glauben 
J. M. Ko.tnorr und R. Exmquist, die Bildung der Oxyde La,O, 
bzw. La,O, beim lang dauernden Erhitzen von La,O, auf Weifglut 
im elektrischen Ofen festgestellt zu haben. 


In dem von W. Kiem ® aufgestellten ,,periodischen System 
der dreiwertigen Ionen der seltenen Erdelemente“ kommt das 
Auftreten von Verbindungen mit niederen Valenzzahlen beim Sa- 
marium, Europium und Ytterbium richtig zum Ausdruck. Die 
Existenz und das Verhalten héherer Wertigkeitsstufen bei einzel- 
nen Gliedern der Reihe sind jedoch nicht in der gleichen Weise 
beriicksichtigt. Den Verbindungen des vierwertigen Cers kénnen 
keine analogen des vierwertigen Terbiums an die Seite gestellt 
werden, weil die héheren Terbiumoxyde sich wie jene des Praseo- 
dyms verhalten und von ihnen keine Salze darstellbar sind. Das 


Dysprosiumoxyd verhilt sich analog wie das Gadolinium- bzw. 





® R. Marc, Ll. c. 
* W. Kiemm, Z. anorg. Chem. 184, 1929, 8.345; 187,,1930, S. 29. 
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das Holmiumoxyd. Es nimmt nicht wie das Pr,O, beim Gliihen a) 
der Luft Sauerstoff unter Bildung eines héheren Oxyds auf. Lan. 
thanoxyd, Gadoliniumoxyd und Cassiopeiumoxyd miissen sich 
nach W. Kiemm gleichartig verhalten. Denselben kommt die ll. 
gemeine Formel Me,O, zu. Wenn nun die von J. M. Kouruorr und 


R. Ex_mquist angegebenen héheren Lanthanoxyde tatsichlich exi. | : 


stieren, so wiirde das neue Schwierigkeiten fiir eine Systematik 
der seltenen Erden bedeuten, denn es miiBte dann erwartet wer. 
den, da auch das Gadolinium und das Cassiopeium derartige 
héhere Oxyde zu bilden vermégen. Die bisherigen Erfahrungen 
geben dafiir aber keine Anhaltspunkte. 


Um eine Klarung dieser uniibersichtlichen Lage herbeizu- § 


fiihren, haben wir eine Untersuchungsreihe iiber die héherwerti- 
gen Verbindungen der seltenen Erdelemente begonnen und be- 
richten nun tiber die Ergebnisse unserer Versuche mit Lanthan- 
oxyd. Wir haben uns bei denselben bemiiht, die von J. M. Koti- 
HOFF und R. Exmquist gewihlten Versuchsbedingungen médglichst 
zu beriicksichtigen. Es ist uns jedoch nicht gelungen, beim lang 
andauernden Erhitzen des Oxyds auf hohe Temperaturen jene 
Gewichtszunahmen desselben festzustellen, von welchen die 
Autoren berichten. Auch konnten wir keine Beobachtungen 
machen, welche fiir die Bildung der Oxyde La,O; und La,0. 
sprechen wiirden. 


Als Versuchsmaterial verwendeten wir zunichst ein von der 
Deutschen Gasgliihlicht-Auer-Gesellschaft in Berlin uns freund- 
lichst zur Verfiigung gestelltes Lanthanammonnitrat. Das Ab- 
sorptionsspektrum der in 10cm Schichtdicke beobachteten 20%- 
igen Lésung zeigte keinerlei Absorptionsbanden. Das Oxyd, wel- 
ches wir sowohl durch Ammoniakfallung iiber das Hydroxyd als 
auch iiber das Oxalat durch Gliihen bei 800° herstellten, wies 
einen geringen gelblichen Stich auf. Wir bezeichnen dieses Oxyd 
im folgenden als La,O, I. Die Nitratlésung gab mit Ammoniak 
und Wasserstoffsuperoxyd eine vollkommen weibe Fillung. 


Das Salz war somit cerfrei, enthielt aber geringe Mengen 
von Praseodym. Da R. Marc” die Bildung héherer Oxyde auf 
einen Gehalt des Lanthanoxyds an fremden Erden zuriickfiihrt. 
haben wir unser Material in Form der Ammondoppelnitrate einer 
Fraktionierung in neutraler Lésung unterworfen, um die letzten 
Spuren des Praseodyms zu entfernen. Das aus der Kopffraktion 





10 R. Mare, lL. 'c, 
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der 53. Reihe gewonnene La,O, zeigte bei andauerndem Gliihen 
keine Verfirbung mehr, was nach unseren Erfahrungen als bestes 
Zeichen seiner Reinheit anzusehen ist, weil die geringsten Spuren 
des dem Lanthan hartnickig anhaftenden Praseodyms das La,O, 
bereits verfirben. Wir bezeichnen das so gereinigte Oxyd im 
folgenden mit La,O, II. 

Die Versuche zur Feststellung der Bildung héherer Oxyde 
des Lanthans haben wir wie folgt ausgefiihrt: 


In der ersten Versuchsreihe erhitzten wir das zum kon- 
stanten Gewichte gegliihte Oxyd im Heraeusschen, elektrisch ge- 
heizten Tiegelofen unter Ejinleiten eines langsamen Stromes ge- 
reinigter und trockener Luft lange Zeiten auf 1100 bzw. 1200° 
und bestimmten die Gewichtsverinderung. Die Gliihtemperaturen 








magen wir mittels eines Thermoelementes aus Platin — Platin- 
Rhodium. Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle zu- 
sammengefaBt: 
— Oxyd Nr. tompiaeal od | eit in — g vertnderang. des verinderong ds 

1 La,O, I 1200° | 22 1°0170 + 0°0023 + 0°22 

2 La,O, I 1200 | 12 12899 | + 0:0017 + 0°13 

3 | La,O, 1 | 12009 | 94, | 0-3876 0-0000 0-00 

4 | La,O, 1 | 1200° | 12 | 0-5082 | + 0-0008 + 0°15 

5 | La,O,I | 11000 | 10 | 0-5409 | + 0-0002 + 0°04 

6 | LaO,I | 11009 10 | 0-4865 | +0-0003 + 0°06 

















Nach dem Gliihen zeigten alle Oxyde, auch jene, welche 
von dem gereinigten Lanthanmaterial stammten, eine gelbliche 
Fairbung. Dieselbe ist, wie wir auf mikroanalytischem Wege fest- 
stellen konnten, durch die Gegenwart geringer Mengen von zer- 
stiubtem Platin des Tiegels bedingt. Nach der Entfernung dieses 
Platins zeigten die aus La,O, I] gewonnenen Oxyde wieder rein- 
weibe Farbe. Diese Versuchsreihe 1i8t keine Gewichtsveradnde- 
rungen erkennen, welche fiir das Auftreten héherer Oxyde spre- 
chen wiirden. 

Bei den Versuchen der nichsten Reihe erhitzten wir die 
Oxyde im Sauerstoff- bzw. im Luftstrome, der sowohl trocken als 
auch feucht zur Anwendung kam. Als Gefifimaterial verwandten 
wir Platin als auch Porzellan und eine aluminiumoxydreiche 
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Masse der MeiSner Manufaktur, 


G. Jantsch und. E. Wiesenberger 


nachdem wir uns tiberzeu-t 


hatten, daB die letzteren mit den Oxyden bei den in Betracit 
kommenden Temperaturen nicht reagieren. Die Schiffchen. be- 
fanden sich in einem unglasierten Rohre aus Berliner K-Masse. 
das in einem Ofen mit Silitstiben erhitzt wurde. Zur Temperatur- 
messung wurde die Létstelle eines Thermoelementes aus Platin -— 
Platin-Rhodium im Rohre iiber die Mitte des Schiffchens gebrachit. 
Die Reinigung der zugefiihrten Gase war die iibliche. Um ein 
Ankleben der Platinschiffchen an die Wandungen des Porzellan- 
rohres zu verhindern, stellten wir dasselbe in ein Schutzschiff- 
chen aus Zirkonmasse. 


Uber die Versuchsergebnisse orientiert die folgende Tabelle: 










































































Versuch} Oxyd Schiffchen- Angewandtes Tem- 3 : Aiigowanat | Gewichte- aaa 
Nr. | © Nr, material Gas peratur | 35) Laz0s ing ‘Eee des La 
Sa in 4 

7 | La,O, I Platin Sauerstoff trocken|-1000°| 10; 0°5682 (+ 0°0013) + 0-% 
8 |1a,0,1 | Platin  |Sauerstoff trocken| 1100°/10| 0-4700 |+ 0-0003| + 0-« 
9 |La,0,1 | Porzellan |Sauerstoff trocken| 1000°|10| 0-4693 |+ 0-0002| + 0-0 
10 |La,0,1 | Porzellan |Sauerstoff trocken| 1000°|12| 0-4431 |4-0-0001| + 0-0 
11 | La,O, I Platin /|Sauerstoff trocken; 1200°|;10| 0°3695 |—0-0015| —Jv-4 
12 |La,O0,1 | Platin |Sauerstoff trocken| 1300°|/18| 0:5144 |—0-0035| —0-7 
18 |La,0, |  Platin Luft trocken | 1300°|91/,| 0-4334 |—0-0002| — 0-0: 
14 |La,O, | Platin Luft trocken | 1300°|91/,) 0-3225 |—0-0001| — 0-03 
15 |La,0, | Platin Luft trocken | 1200°|9%/,) 0-3802 |—0-0002| — -0i 
16 |La,0, | Platin | Luft trocken | 1200°|9| 0-3004 |—0-0001| —0-w 
17 | La,0,1|° Platin Luft trocken - | 1100° |91/,| 90-3335 | 0-0000/ — 0-00 
18 |La,0,10|  Platih Luft trocken | 1300°| 20] 0-3277 |— 0-0013| —0-4 
19 |La,O, |  Platin Luft feucht | 1300°| 21] 0-3430 |—0-0018| —0-5 
20 | La,O, II Platin |Sauerstoff trocken| 1100°| 22} 0°3713 |+ 0-0004,; + 0:1 
21 | La,Q, Il pec Sauerstoff trocken| 1100°|22| 0-3639 0- 0000 0-00 



































- Die Oxyde waren auch bei dieser Versuchsreihe nach dem 
Gliihen, sofern Platin als Gefiimaterial Anwendung fand, gelb- 
lich bis gelbbraun gefirbt.. In allen anderen Fallen blieben, die 
Oxyde wei8. Die Verfiirbung mu8 wieder auf zerstiubtes Platin 
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zurickgefiihrt werden. Bei einigen Versuchen haben wir die 
Menge dieses Platins ermittelt und festgestellt, daB dieselbe mit 
der Gewichtsabnahme iibereinstimmte, welche die Platinschiffchéen 
pach dem Herauslésen des Lanthanoxyds aufwiesen. Daraus geht 
hervor, daB ein Mitfiihren zerstéubten Platins durch den Gas- 
strom nicht eingetreten war und daf die Gewichtsverinderungen, 
welche nach dem andauernden Erhitzen festgestellt wurden, nur 
das Lanthanoxyd betreffen. Die Verinderungen der Schiffchen- 
cewichte wurden iiberdies bei jedem Versuche festgestellt; die- 
selben erreichten niemals eine GréBe, die fiir die Auswertung der 
Versuchsergebnisse von EjinfluB sein kénnte. 


SchlieBlich haben wir mit dem Oxyd La,O, II Versuche 
wiederholt, welche R. E_mquist * in ihrer Dissertation angibt. Die- 
selben bestehen darin, da8 man das Oxyd im elektrisch geheizten 
Ofen im Platintiegel andauernd gliiht und seine Gewichtsverinde- 
rung bei verschiedener Gliihdauer ermittelt. Nach 36 Stunden Gliih- 
dauer wird dann das Oxyd in Salpetersiure gelést, die Lésung 
eingedampft und der Riickstand vergliiht. Dieses so erhaltene 
Oxyd wird nun wieder bei Rot- bzw. Weifglut durch 27 Stunden 
erhitzt und die Gewichtsverinderung bestimmt. Wihrend R. Em- 
quist hiebei Gewichtsveranderungen des La.,O, bis zu 7-4 bzw. 
12-03% beobachtet hat, betrugen bei unseren Versuchen die maxi- 
malen Erhéhungen 0-5%, die wir iiberdies nur auf hinzugetretene 
Fehler glauben zuriickfiihren zu sollen. 

Unsere Versuche haben somit keinen Anhaltspunkt dafiir 
erbracht, daB man durch andauerndes Erhitzen des Lanthan- 
oxyds auf héhere Temperaturen zu héheren Oxyden dieses Ele- 


mentes gelangen kann. 





11 R. Exmquist, Dissertation, University of Minnesota, 1930, S. 77. 
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Die Konstitution des F arbstoffes der Leinkrau:- 
bliten (Linaria vulgaris) 
Von 


LEOPOLD SCHMID und WALTHER RUMPEL 


Aus dem II. Chemischen Universitits-Laboratorium in Wien 


(Vorgelegt in der Sitzung am 14. Jainner 1932) 


In der ersten Mitteilung’* iiber den Linariafarbstoff gelang 
es, dessen Glukosidnatur festzustellen. 

Es stehen mit einem Molekiil der Farbstoffkomponente je 
ein Molekiil Hexose und ein Molekiil Methylpentose in Bindung. 

Fiir die Farbstoffkomponente wurde eine Bruttoformel von 
C,,H,,0, angenommen, in der zwei freie Hydroxyle und zwei 
methylierte Hydroxyle enthalten sind. 

Die Behauptung, wir hitten es mit einem Dioxy-Dimethoxy- 
flavon zu tun, konnte damals aber deshalb nicht mit Sicherheit 
ausgesprochen werden, weil nach dem alkalischen Abbau immer 
neben den zu erwartenden Reaktionsprodukten ein Kohlenwasser- 
stoff zu isolieren war, dessen Auftreten aber nach der Formel 
C,,H,,0, nicht zu erwarten war. 

-Nachdem nun neuerlich Linariabliiten aufgearbeitet wur- 
den, galt es in erster Linie, das Auftreten des Kohlenwasser- 
stoffes zu klaren. 

Zum alkalischen Abbau wurde urspriinglich ein Ausgangs- 
material benutzt, das nicht durch Sublimation, sondern durch 
Umfillen aus alkoholischer Lésung mit Wasser, aber natiirlich 
auch bis zur Schmelzpunktkonstanz 201° gereinigt worden war. 

Anders war die Sache, als zur Kalischmelze ein Ma- 
terial verwendet wurde, welches noch auferdem mit Petrolather 
gewaschen war. In diesem letzteren Fall war auch nach der Kali- 
schmelze kein Kohlenwasserstoff mehr zu beobachten. Es ist da- 
mit festgestellt, daB der Kohlenwasserstoff kein konstitutioneller 
Bestandteil des Leinkrautfarbstoffes ist, sondern nur einen Be- 
gleiter dieses darstellt. Es ist somit an dem Abschnitt ,,Aui- 
arbeitung und Darstellung des Farbstoffes‘“ in unserer ersten 
Mitteilung ergiinzend zu bemerken, daf der Farbstoff, wenn er 
nicht durch Hochvakuumsublimation gereinigt wurde, unbedingt 





1 Monatsh. Chem. 57, 1931, S. 421, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 
139, 1930, S. 1087. 
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zu seiner Reindarstellung mit Petrolither ausgekocht werden 
muB. 

Eigentiimlich ist nur, da der Schmelzpunkt des Farbstoffes 
auch vom Kohlenwasserstoffgehalt bis zu 0-3% nicht beeinflubt 
ist. Gerade diese Schmelzpunktsiibereinstimmung ist der Grund 
cewesen, den Kérper vom Schmelzpunkt 201° auch ohne Petrol- 
itherbehandlung zum Abbau zu benutzen, weshalb eben dann der 
Kohlenwasserstoff unter den Spaltprodukten gefunden wurde. 

Das Vorkommen von Kohlenwasserstoffen im Extrakt der 
Linariapflanze erwihnen schon Kiopp und Fanpre, in der Ab- 
handlung ,,Beitrag zur Kenntnis der chemischen Zusammensetzung 
des Leinkrauts‘‘*. Das Neue an unserer Beobachtung ist die 
Identifizierung des aus den Bliiten extrahierten Kohlenwasser- 
stoffes mit Hentriakontan. Dieser Kohlenwasserstoff war einheit- 
lich, hatte den Schmelzpunkt 67—69°, zeigte Indifferenz gegen 
Brom. Die Analyse ergab 84:88% C, 14:38% H, was mit der 
Theorie fiir die Forme! C,,H,, in gutem Einklang stand. Die 
Molekulargewichtsbestimmung nach Rast ergab 443, was mit 
der Theorie 436 gut iibereinstimmt. Ein Mischschmelzpunkt, mit 
dem von R. Kunn*® aus Tagetes hergestellten Hentriakontan erga 
keine Depression. Herrn Prof. Kunn (Heidelberg) méchten wir 
fiir die liebenswiirdige Ausfiihrung des mit seinem Priaparat vor- 
genommenen Mischschmelzpunktes an dieser Stelle unseren ver- 
bindlichsten Dank aussprechen. 

Nun wurde der alkalische Abbau des Aglukons an viollig 
kohlenwasserstofffreiem Produkt auf zweifache Art wiederholt: 

Das eine Mal mit 72%iger Kalilauge, das andere Mal mit 
35%iger Kalilauge unter Kochen am RiickfluBkiihler. 

In gleicher Weise war bei beiden Abbauversuchen wieder 
Anissdure nachzuweisen. 

Da fiir diese Reaktionen nur mehr sorgfaltig mit Petrol- 
dither gewaschenes und im Hochvakuum sublimiertes Ausgangs- 
material in Verwendung kam, so konnte auch der Kohlenwasser- 
stoff nicht mehr nachgewiesen werden. 

In den phenolischen Anteilen fand sich ein aromatisch 
riechendes Ol, allerdings nur in recht geringer Menge. Es ging im 
Hochvakuum zwischen 100 und 140° iiber. Infolge der geringen 
Substanzmenge konnte nur ein Methoxylgehalt von 16°37% und 





2 Chem. Centr. 1907, XII, S. 574; Bull. soc. chim. Paris (3) 35, 
S. 1210—1220, 5/12. 
* Z. physiol. Chem. 197, S. 141. 
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16-56% nachgewiesen, jedoch sonst keine weiteren Aussagen iil); 
seine Konstitution gemacht werden. 

Der Mangel, das Phenol an dieser Stelle nicht identifiziert 2 
haben, war fiir die endgiiltige Lésung der Konstitution nicht 
hinderlich. 

Aus den Azetylierungsversuchen, den Methoxylbestimmun- 
gen und den neuerlichen alkalischen Abbauversuchen war eiue 
Formulierung im Sinne von C,,H,O,(OH).(OCH;). sichergestellt. 

Die nichste Frage war nun, von welchem methylfreien 
Stammké6rper sich unser Naturprodukt, der Dimethyldther, ab- 
leitet. Als solcher kam einer von der Formel C,,H,,O, in Frage. 
Von diesen Isomeren sind bereits bekannt das Lotoflavin, Luteolin. 
Skutellarein, Fisetin, Kampferol. 

Zur Durchfiihrung des Vergleiches mit diesen muBten wir 
nun den Dimethylather in das methoxylfreie Produkt verwandeln. 
Dies geschah durch Kochen mit Jodwasserstoffsiure (Dichte 1-7). 
Die Auswertung der Jodwasserstoffsiure-Behandlung hatte sich 
bisher in unserer Arbeit lediglich auf die quantitative Ermittlung 
der Methoxylgruppen nach der Mikromethoxylbestimmung er- 
streckt. In diesem Zusammenhang miissen wir auf die Beobachtung 
hinweisen, daf die beim Aglukon gefundenen Methoxylwerte 
gegeniiber den theoretisch zu erwartenden iiber 1% zu niedriz 
ausfielen, trotzdem die Zersetzungsdauer betrichtlich ausgedehnt 
wurde. Die gleiche Beobachtung machten wir spiter auch beim 
Dimethyl-Diazetyl-Derivat und beim Trimethyl-Derivat unseres 
Ausgangsmaterials. Eine gleiche Beobachtung ist von WEssELY und 
Moser * in der Literatur bekannt. 

Die Abspaltung der Methoxylgruppen in gréBerem Mab- 
stab wurde nun durch 2%stiindiges Kochen mit Jodwasserstoff- 
séure am Riickflu8 durchgefiihrt. Nach dem EingieBen des Re- 
aktionsproduktes in Wasser wurde freies Jod mittels Schwefel- 
dioxyds reduziert. Nach dem Filtrieren hinterblieb ein schén gelb- 
gefairbtes Produkt. Nach dem Auflésen in Alkohol und Ausfiillen 
mit Wasser wurde dieses zwischen 185 und 190° im Hochvakuum 
sublimiert. Das Sublimat war tatsichlich methoxylfrei, was durch 
eine qualitative Mikromethoxylbestimmung, die negativ ausfiel, 
bestaétigt werden konnte. Ein Schmelzpunkt ist nicht anzugeben, 
sondern man kann nur von einem Zersetzungspunkt sprechen, der 
nach schnellem Erhitzen bei 340° gefunden wurde. Die Analyse 





4 Monatsh. Chem. 56, 1930, S. 97, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 
139, 1930, S. 367. 
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jieses Kérpers ergab 63:13% C, 3:48% H, was auf die Theorie 
einer Verbindung von der Formel C,,H,,0, recht gut stimmt. Dieser 
Befund steht mit der obigen, fiir das Ausgangsmaterial abgeleite- 
tien Formel C,,H,,0, in’ Ubereinstimmung. Der Ausgangskorper ist 
somit ein Dimethylaither des Produktes C,,H,,.0,. 

Das entmethylierte Produkt gab folgende Reaktionen: Blei- 
azetatlésung erzeugt in alkoholischer Lésung einen roten, Zinn- 
chloriir einen gelben Niederschlag. Mit Ejisenchlorid gibt die 
Lésung eine rotbraune, mit Barytwasser eine spinatgriine, mit 
Kalilauge eine rétliche Fairbung. Konzentrierte Schwefelsiure er- 
zeugt Gelbfirbung mit schwach griinlicher Fluoreszenz. 


An der Hand des bisher vorliegenden Versuchsmaterials 
hatten wir schon durch Vergleich mit Literaturangaben ° Anhalts- 
punkte dafiir, daB dem Bliitenfarbstoff des Leinkrautes der Skutel- 
lareinring zugrunde liegen diirfte. 

Ein weiterer Beweis dafiir wurde durch den alkalischen Ab- 
bau des methoxylfreien Produktes erbracht. Diese Zersetzung 
wurde mit 35%iger wisseriger Kalilauge durch Kochen unter 
RiickfluB vorgenommen. In guter Ausbeute wurde dabei p-Oxry- 
benzoesdure vom Schmelzpunkt 209—210° und p-Oxyazetophenon 
vom Schmelzpunkt 108° erhalten. Beide Produkte wurden durch 
Mischschmelzpunkt mit den entsprechenden synthetischen Pri- 
paraten sowie durch Analysen identifiziert. 


Ferner wurde am entmethylierten Produkt die Funktion der 
Sauerstoffatome durch Darstellung eines Azetylderivates gepriift. 
Die Analysenwerte dieses Azetylproduktes lieBen auf einen Tetra- 
azetylkérper des Skutellareins C,,H,,0,, schlieBen (F, P. 235—237°). 


Im folgenden wurde das. entmethylierte Ausgangsmaterial 
der Reihe nach mit Diazomethan, mit Dimethylsulfat und Jod- 
methyl methyliert. Mit der besten Ausbeute verlief die Methylie- 
rung mit Diazomethan, weniger gut. mit Dimethylsulfat, am 
schlechtesten mit Jodmethyl. Bei den zwei ersten Verfahren re- 
sultierte der gleiche Dimethylither vom Schmelzpunkt 189°, der 
mit dem entsprechenden, aus Skutellarein dargesteilten Trimethyl- 
iither identisch war. Das Reaktionsprodukt, das keine Spur eines 
Tetramethylathers enthielt, 148t den Schlu8 zu, daS die nicht- 
methylierbare Hydroxylgruppe der Karbonylgruppe des Flavon- 





5 GoOLDSCHMIEDT und ZeRNER, Monatsh. Chem. 3/7, 1910, 8S. 439, bzw. 
Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 1179, 1910, S. 439; WesseLy u. Moser, Monatsh. 
‘hem. 56, 1930, S. 97, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 139, 1930, S. 367. 
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ringes benachbart sein mu. Dieses Verhalten stimmt ja auch mit 
den Beobachtungen am Skutellarein iiberein. 

_Hingegen lieB sich diese nicht methylierte Hydroxylgruppe 
nachweisen durch eine Azetylierung, nach der ein Trimethyl-Mono- 
azetylkérper (C.,H,,0,) in quantitativer Ausbeute zu isolieren war. 
der ebenfalls gleichen Schmelzpunkt zeigte wie das entsprechende 
Trimethyl-Monoazetyl-Skutellarein (F. P. 169°). 

Bemerkeuswert erscheint uns der Hinweis darauf, daB bei 
der Methylierung der Farbstoffkomponente und nach der Methy- 
lierung des mit Jodwasserstoffsiure entmethylierten Farbstoffes 
das gleiche Trimethylprodukt (C,,H,,0,) vom Schmelzpunkt 189° 
zu erhalten war. Die Mischschmelzpunkte dieser Produkte ergaben 
keine Depression. 

Daraus darf wohl abgeleitet werden, daB wihrend der Ent- 
methylierung des Ausgangsmaterials keine Wanderung der 
Hydroxylgruppen des Flavonringes vor sich gegangen ist. 

Am Trimethylither sowie an dessen Azetylderivat (C..H,,0-) 
muften wir wieder die Beobachtung machen, da bei der Meth- 
oxylbestimmung die Werte konstant zu tief ausfielen. 

AnschlieBend nun eine Tabelle der Schmelzpunkte der kor- 
respondierenden Derivate des Leinkrautfarbstoffes und _ des 


Skutellareins. 


Leinkraut , Misch- ‘ 

Name Farbstoff Skutellarein Schmelzp. Bemerkung 
Trimethylprodukt 188—189° 189° 188—189° -- 
Tetraazetylprodukt 237° 237—239° 238° — 

Dimethyldiazetylprodukt 146—149° 148—149° 148—149°  ). rasch.Erhitz. 

Trimethylmonoazetylpr. 169° 168—169° 168° b. rasch.Erhitz. 


Es ist uns eine angenehme Pflicht, Herrn Privatdozenten 
Dr. Fritz WessELy (Wien) fiir die entgegenkommende Uberlassung 
von Skutellareinderivaten fiir diese Mischschmelzpunktsbestim- 
mungen unseren besonderen Dank auszusprechen. 

Nach diesen experimentellen Befunden war nun sicher- 
gestellt, daB wir es beim Leinkrautfarbstoff mit einem Skutellarein- 
derivat zu tun haben. 

Die niichste Aufgabe bestand in der Ortsbestimmung der 
zwei Hydroxylgruppen, welche durch Methyl verithert sind; denn 
unser Ausgangsmaterial war ja zweifellos als eines der méglichen 
Dimethylskutellareine anzusprechen. 

Dimethylaither des Skutellareins sind mehrere méglich. Fiir 
unsere Uberlegungen kommen aber. nur. diejenigen in Frage, 
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welche die eine Athergruppe in Stellung 4’ aufweisen. Fiir diese in 
4’-Stellung veratherten Dimethyl-Skutellareine kommen folgende 
drei Isomere in Betracht, wenn man fiir Skutellarein die mehrfach 
auch durch Synthese bewiesene Formel I zugrunde legt °. 
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Von den fiir unseren Dimethylither in Betracht kommenden 
méglichen drei Formeln scheidet II aus. Denn weder mit Diazo- 
methan noch mit Dimethylsulfat war es méglich, ein Tetramethyl- 
skutellarein darzustellen. Dieses Produkt hatte sich aber ohne 
Schwierigkeiten bilden miissen, da in Stellung 6 und 7 normaler- 
weise Umsetzungen glatt verlaufen. 

Hingegen bildete sich quantitativ aus unserem Ausgangs- 
material ein Trimethylither. Dieser Befund zeigt an, dai die 
schwer methylierbare Hydroxylgruppe frei ist und der Kar- 
bonylgruppe benachbart sein mu. Formel III ist auch schon 
bewiesen durch eine Synthese von WEssELY und Moser. Dieser Di- 
methylather zeigt den Schmelzpunkt 218° und ist somit mit unse- 
rem Dimethylither vom Schmelzpunkt 201° nicht identisch. Somit 
blieb nur mehr Formel IV iibrig, mit welcher unser Ausgangs- 
material identisch sein sollte. 

Soweit schien die SchluBfolgerung richtig, wenn nicht eine 
Beobachtung dagegen gesprochen hatte. Denn das Diazetylderivat 
der Verbindung III war mit dem Diazetylderivat unseres Dimethyl- 
iithers im Schmelzpunkte 149° gleich und, was besonders bemer- 
kenswert ist, es zeigte auch im Mischschmelzpunkt. keine De- 


pression. 











© BARGELLINI, Gazz. chim. 45, 1915 (I), S. 69; 49, 1919 (II), 8. 47; 
Ropinson und Scuwarzensacu, Journ. Chem. Soc. London 1930, 8. 822; 
WesseLy und Moser, Monatsh. Chem. 56, 1930, 8. 97, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. 


Wien (IIb) 139, 1980, S. 367. 
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Jener Mischschmelzpunkt, der fiir die Identitit des Di. 
azetylproduktes mit jenem von der Formel III abgeleiteten spraci. 
war um so tiberraschender, als die Schmelzpunkte von Verbin- 
dung III und unserem Ausgangsmaterial bei 218 bzw. 201° ev- 
funden wurden. 

Zur Erklirung dieser Erscheinung schienen zunichst zwei 
Annahmen mdglich. 

Entweder tritt wihrend des Azetylierungsvorganges Wan- 
derung einer Methylgruppe von Stellung 7 nach Stellung 6 ein — 
eine Umlagerung, die wohl sehr wenig wahrscheinlich ist — oder 
es liegt bei dem 4’, 6-Dimethylither Dimorphismus vor. 

Die letztere Begriindung fiir das Verhalten dieses Athers schien 
die wahrscheinlichere, da Dimorphismus bei ihnlichen Substanzen 
schon beobachtet wurde‘. Das Bestehen von Dimorphismus liet 
sich auch ohne Schwierigkeit beweisen. 

Der Schmelzpunkt des synthetischen Dimethylithers lag 
nach der Riickgewinnung aus seinem Azetylprodukt bei 201° und 
gab mit dem Ather aus Linaria keine Depression. 

Seine Umwandlung gelingt auch durch wiederholtes Schmel- 
zen; schon nach dem ersten Wiederholen des Schmelzpunktes sinkt 
dieser von 218° an allmahlich, um dann nach mehrfacher Wieder- 
holung schlieBlich bei 201° konstant zu bleiben. Umgekehrt gelingt 
es, durch Umkristallisation aus Alkohol den Ather vom Schmelz- 
punkt 201° in den vom Schmelzpunkt 218° iiberzufiihren. 

Nach diesen letzten Befunden kann man also fiir die methy- 
lierten Hydroxylgruppen die Stellung 6 und 4’ als bewiesen an- 
sehen, da jener Dimethylither bereits durch Synthese bekannt ist. 

Das Aglukon von Linaria hat somit die Formel III. 





In die Konstitution des Glukosids, speziell beztiglich des 
Einbaues der Zuckerreste, sollte ein Methylierungsversuch mit 
Diazomethan einen Einblick gewihren. 

Es zeigte sich, dag das Glukosid mit Diazomethan nicht 
methylierbar ist, was dadurch gewidhrleistet wurde, da der 
Schmelzpunkt nach erfolgter Methylierung wieder unverindert 
bei 240° lag. 

Die Hydrolyse fiihrte auch zu unverindertem Aglukon vom 
Schmelzpunkt 201°, der nach wiederholtem Umkristallisieren aus 


Alkohol auf 218° anstieg. 
Ob nun die zwei freien Hydroxylgruppen im Farbstoffgluko- 





t Journ. Chem. Soc. London 1929, S. 653. 
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-id tatsichlich durch je einen Zuckerrest veraithert sind, oder ob 
die schwerer methylierbare Hydroxylgruppe frei ist, kann man 
deswegen nicht entscheiden, weil mit Dimethylsulfat in alkalischer 
Lisung vorgenommene Methylierungsversuche infolge der schiad- 
lichen Laugenwirkung so verlustreich waren, dai der Material- 
vorrat fiir diese Entscheidung nicht mehr ausgereicht hat. 





SchlieBlich méchten wir auf den in den Linariabliiten vor- 
kommenden Mannit noch hinweisen. Kiops und Fanpre fanden 
bei Extraktion der ganzen Pflanze Mannit. 

Wir wollen nun darauf hinweisen, daB dieser Kérper auch 
in den Bliiten lokalisiert vorliegt, was auf folgendem Wege be- 
stiitigt werden konnte. Der im Vakuum bei 60° stark konzentrierte, 
alkoholische Bliitenextrakt wurde mit Petrolither versetzt und in 
der Kilte mehrere Stunden verschlossen stehen gelassen. Nach 
einiger Zeit hatten sich Kristalle ausgeschieden, die nach dem 
Umkristallisieren aus Alkohol schlieBlich den fiir Mannit charak- 
teristischen Schmelzpunkt 169° aufwiesen. 

Durch Darstellung der Benzalverbindungen des Mannits und 
Mischschmelzpunktbestimmungen zwischen den Benzalprodukten 
wurde die Identitit beider Kérper bewiesen. 





Zum Abschlu8 méchten wir noch auf folgende Umstainde 
hinweisen. Das Leinkraut gehért in die Klasse der Rachenbiiitler. 
Zu diesen zihlt auch das Léwenmaul (Antirrhinum majus), dessen 
Bliitenpigment Apigenin*® vorstellt und die Kénigskerze (flores 
verbasci) ®, deren Farbstoff a-Crocetin ist. 

Die Ansicht Georg Kuems **, daB die Natur des Bliitenfarb- 
stoffes innerhalb ein und derselben Klasse wechselt, findet in 
diesen Beispielen eine zwanglose Bestitigung. 

Skutellarein wurde bisher nur, mit Glukuronsdure gepaart, 
unter dem Namen ,,Skutellarin“ aufgefunden in Lippenbiiitlern, 
wie Scutellaria altissima, Galeopsis Tetrahit, Teucrium Cha- 


maedris u. a. 77. 





8 Biochem. Ztschr. (7) 87, S. 141. 


® Scummp und Korrter, im Druck. 
10 Monatsh. Chem. 4/7, 1920, Heft 7 und 8, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. 129, 1920. 


11 GOLDSCHMIEDT und ZERNER, Monatsh. Chem. 3/, 1910, 8. 439, bzw. 
Sitzb. Ak. Wiss. Wien (Ilb) 119, 1910, S. 439; Mo.isca und GoLpscumsepr, 
Monatsh. Chem. 23, 1902, 8. 679, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 1/1, 1902. 


S. 679. 
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Speziell Strecker hat in seiner Arbeit ,,Das Vorkommen ‘ex 
Skutellarins bei Labiaten und seinen Beziehungen zum Lichte‘ ¥ 
mehrfach auf das Vorkommen von Skutellarin in Lippenbliitle ry 
und anderen Pflanzentypen hingewiesen. Er bediente sich hiejje; 
der fiir dieses Produkt charakteristischen Barytwasserreaktion 
als Nachweis. 


GOLDSCHMIEDT und ZERNER sind der Meinung, daB die Farb- 
stofikomponente Skutellarein in jenen Pflanzen, welche die Baryt- 
wasserreaktion gaben, nicht unbedingt immer an Glukuronsiure 
gebunden vorkommen miisse, sondern auch mit Zucker glukosi- 
disch verkniipft und eventuell auch mit veritherten Hydroxy]- 
gruppen vorkommen kann. 

Die Richtigkeit dieser Meinung hat sich auch in der Auf- 
klarung der Konstitution des Leinkrautfarbstoffes gezeigt. 





Zusammenfassend 146t sich nun sagen, daB der in der ersten 
Mitteilung erwihnte Kohlenwasserstoff neben dem Farbstoff in 
der Linariabliite vorkommt. Er ist identisch mit Hentriakontan, 
wie durch Mischschmelzpunkte bewiesen werden konnte. 


Der Farbstoff ist eine Verbindung von der Formel C,,H,,0, 
(6, 4’-Dimethoxy-Skutellarein) und mit einem Mol. Hexose und 
einem Mol. Methylpentose glukosidisch verkniipft. 


Experimenteller Teil. 


I. Azetylierung von sublimiertem Aglukon. 


0-5 g im Hochvakuum sublimiertes Aglukon wurden eine 
Stunde lang mit 5g Essigsiureanhydrid unter Zusatz von 0°54 
Natriumazetat gekocht. Die élige Reaktionsmasse erstarrte nach 
dem EingieBen in Eiswasser nach einigen Stunden. Nach ein- 
maligem Umkristallisieren aus Essigester hatte das Produkt den 
konstanten Schmelzpunkt 149—150°. 


Ein mit Diazetyl-Dimethyl-Skutellarein ausgefiihrter Misch- 
schmelzpunkt verlief ohne Depression. Die Methoxylbestimmungen 
ergaben fiir die Theorie etwas .zu niedrige Werte. 


Methoxylbestimmungen (nach ZEIsEL-PREGL): 


1. 3°325 mg Substanz gaben 3°600 mg 
2. 3°000 mg “a . 98°175 mg. 





2 Sitzb. d. kais. Akad. d. Wiss. 1909. 
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Ber. fiir C,,H,s0,: OCH, 15°57 ». 
Gef.: 1. OCH, 14°31 %. 
2. OCH, 13°98 %. 


i. Milder alkalischer Abbau des Aglukons” 


0-5 g Aglukon wurden mit 30cm’ 35% iger Kalilauge zwei 
Stunden lang unter Riickflu8 gekocht. 


Dann wurde die alkalische Lésung  jedesmal rasch abge- 
kiihlt und unter Kiihlung vorsichtig mit verdiinnter Salzsaure 
angesiuert, hierauf mit Kochsalz gesittigt. 


Die angesiuerte Fliissigkeit wurde sechsmal mit Ather aus- 
veschiittelt (Atherauszug A) und die ausgeiitherte Lésung noch 
eine Woche lang im Extraktionsapparat mit Ather weiterbehan- 
delt. Durch diese Operation konnte keine wesentliche Menge an 
Abbauprodukten mehr herausgeholt werden. Die Ausitherung im 
Scheidetrichter hatte also schon erschépfende Extraktion herbei- 
vefiihrt. Der stark dunkel angefirbte Atherauszug A wurde zur 
Abtrennung der bei der Ringsprengung entstandenen Saure- 
komponente je sechsmal mit ganz wenig (!!) einer kalt gesdttig- 
ten Natriumbikarbonatlésung ausgeschiittelt. Die Atherlésung A 
war nach dieser Behandlung nahezu farblos, der Bikarbonataus- 
zug tief dunkelbraun gefarbt. 


Die Atherlésung A, welche nur mehr den phenolischen An- 
teil enthalten sollte, wurde zur Trockene verdampft und der 
Riickstand mit wenig Alkohol unter Erwirmen aufgenommen. 
Hierauf versetzten wir mit Wasser im UberschuB. Es fiel ein 
weiBer Kérper flockig aus, der nach dem Filtrieren und Trocknen 
aus Alkohol und Essigester umgelést wurde und sich nicht als 
ein Phenol, sondern laut Analyse als ein Kohlenwasserstoff er- 
wies. Das alkoholische Filtrat vom Kohlenwasserstoff wurde zur 
Trockene verdampft, mit Ather aufgenommen und filtriert. Nach 
dem Verdampfen der filtrierten Atherlésung hinterblieb ein Ol, 
das sich zwischen 100 und 140° im Hochvakuum destillieren lieB. 


Wegen der geringen Ausbeute an analysenreinem Material 
konnten hievon nur Methoxylbestimmungen gemacht werden. 


4°475 mg Substanz gaben 5°607 mg AgJ 
1-609 mg a »  1°993mg AgJ. 
Gef.: OCH, 16°56, 16°37 %. 





13 VONGERICHTEN, Ber. D. ch. G. 33, S. 2342. 


bo 


Monatshefte fiir Chemie, Band 60 
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Die nach der Theorie zu erwartende Phenolkomponente 
konnte trotz genauester Untersuchung der Abbauprodukte nicit 
gefaBt werden. 

Der Bikarbonatauszug wurde mit verdiinnter Salzsiiure 
angesiuert und ausgeithert (Atherlésung B). Nach dem Ver- 
dampfen des Athers hinterblieb in sehr guter Ausbeute wieder 
Anissiéure. 

Kalischmelze von kohlenwasserstofffreiem Aglukon. 


- Das Aglukon wurde vor der Kalischmelze sechsmal mit 
je 30cm*® siedendem Petrolither behandelt und dann erst zum 
Abbau verwendet. 

In diesem Falle konnte kein Kohlenwasserstoff mehr isoliert 
werden. Die iibrigen Abbauprodukte wurden wie oben auf- 
gearbeitet. 


Ill. Reindarstellung und Analytik des Kohlen- 
wasserstoffes. 


Im vorigen Abschnitt wurde die Aufarbeitung der Abbau- 
produkte, darunter auch die Trennung des Kohlenwasserstofies 
von diesen geschildert. Dieser Kérper fiel bereits aus der kon- 
zentrierten, mit Bikarbonatlésung vorher ausgeschiittelten Ather- 
lésung in farblosen Flocken aus. Die itherische Mutterlauge wurde 
fiir die Weiterverarbeitung zur Trockene verdampft, der Riick- 
stand in méglichst wenig Alkohol aufgenommen und die alko- 
holische Lisung mit Wasser im Uberschu8 versetzt, mit verdiinn- 
ter Salzsiure schwach angesiuert, wonach der restliche Kohlen- 
wasserstoff in gut filtrierbarer Form ausfiel. 


Das so erhaltene Rohprodukt zeigte, aus Essigester um- 
kristallisiert, den konstant bleibenden Schmelzpunkt 67—68°. 


Die Reinigung durch Auflésen in Petrolither und Fallen 
der Petrolatherlésung mit iiberschiissigem Azeton fiihrte zu einem 
Produkt, das denselben Reinheitsgrad hatte, wie das aus Essig- 
ester umkristallisierte. 

Der Kohlenwasserstoff ist léslich in Alkohol, Methylalkohol, 
Ather, Essigester, Chloroform, Petrolither und Benzol. Zur Ana- 
lyse wurde aus Essigester umkristallisiertes Material verwendet. 


In alkoholischer Lésung tritt nach Zufiigen von Bromwasser 
keine Entfirbung ein. 
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Elementaranalyse: 


4-407 g Substanz gaben 13°715 mg CO,, 5°665 mg H,O. 
Gef.: CO, 84°88, H,O 14°38%. 

4:842 mg Substanz gaben 15°40 mg CO,, 6°250 mg H,O. 
Ber. fiir C,,H,,: C 85°32, H 14°67%. 
Gef.: C 85°28, H 14°44%. 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 


5:5 mg Substanz, in 82-7 mg Kampfer geliést, gaben eine Depression von 6°. 
Ber. fiir C,,H,,: Mol-Gew. 436. 
Gef.: Mol.-Gew. 443. 


Der Mischschmelzpunkt mit Hentriakontan aus Tagetes 
(Fp. 68°) zeigte keine Depression ™. 


IV. Entmethylierung des Aglukons. 


1-3g Aglukon wurden in zwei Partien mit je 8cm* Jod- 
wasserstoffsiure (Dichte 1-7) zwei Stunden unter Riickflu6B ge- 
kocht. Die Methoxylgruppen waren nach dieser Zeit vollstandig 
abgespalten, was eine, an gereinigtem Material durchgefiihrte 
Mikro-Methoxylpriifung bewies. 


Nach erfolgter Entmethylierung wurde die Fliissigkeit mit 
etwa 20cm*® schwefeliger Saiure versetzt und noch Wasser im 
UberschuB zugegeben. Es fiel ein gelber Kérper aus, der im ge- 
trockneten Zustande, mit siedendem Petrolither gewaschen und 
hierauf durch mehrmaliges Umfillen aus alkoholischer Lésung mit 
Wasser unter Zusatz von etwas schwefeliger Siure gereinigt 
wurde. Ausbeute zirka 1-1g. Zum Schlu8B wurde das erhaltene 
getrocknete Produkt mit Azeton, worin es sich schwer liste, mehr- 
mals ausgekocht und die Azetonlésung zur Trockene verdampft. 
Es hinterblieb ein Produkt von dunkelgelber Farbe, das sich bei 
340° zersetzte. 


Es war im Hochvakuum zwischen 185—190° unzersetzt sub- 
limierbar. Der Zersetzungspunkt des sublimierten Produktes lag 
wieder bei 340°. 

Der entmethylierte Kérper ist in den gebriuchlichsten 
Lésungsmitteln ziemlich schwer lislich; es kamen in Betracht: 
Methylalkohol, Athylalkohol, Essigester, Chloroform. Das Pro- 
dukt ist unléslich in Wasser. 





14 Kuun, Z. physiol. Chem. 197, 8. 141. 
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Unter anderen Reaktionen gab es auch die von GoLpscumip; 
und ZerNner*® fiir Skutellarein charakteristischen Reaktioney 
(Tabelle). Auch sein Verhalten beziiglich der Léslichkeit war cip 
Charakteristikum fiir Skutellarein. 


Elementaranalyse: 


4-049 mg Substanz gaben 9°372 mg CO,, 1°260 mg H,0O. 
Ber. fiir C,,H,,0,: C 62°93, H 3-49 %. 
Gef.: C 63°13, H 3-48. 


Reaktionen in alkoholischer Lésung: 


Bleiazetat roter Niederschlag 
Zinnchloriir gelber Niederschlag 
Eisenchlorid rotbraune Farbung 
Barytwasser spinatgriine Farbung 
Kalilauge rétliche Fairbung 


Konz. Schwefelsiure gelbe Lésung m. schwachgriinl. Fluoreszenz 


V. Alkalischer Abbau des entmethylierten 
Produktes. 


Dieser wurde unter milden Bedingungen vorgenommen. 


Zirka 1 g Material wurde zu einer Lésung von 30cm’ 
35%iger Kalilauge gegeben. Es trat nach kurzem Erhitzen unter 
Riickflu8 stiirmische Reaktion unter starkem Aufschiumen ein. 
Nach zirka 8 Minuten schien die Hauptreaktion voriiber zu sein 
und es wurde nunmehr noch eine Stunde unter RiickfluB weiter- 
gekocht. Die Aufarbeitung der Abbauprodukte geschah auch hier 
wie im Falle der Abbauversuche beim Aglukon: 

Trennung von Sdure und Phenol durch Ausschiitteln der 
Atherlésung mit gesittigter Natriumbikarbonatlisung. 


Aus den mit Salzsiure angesiuerten Bikarbonatausziiger 
wurde durch Aus&thern ein Produkt erhalten, das nach der Sub- 
limation im Hochvakuum bei 140° den Schmelzpunkt 209—210 
aufzeigte, der fiir p-Ozybenzoesdure charakteristisch ist. Ein mit 
p-Oxybenzoesiure ausgefiihrter Mischschmelzpunkt ergab auch 
tatsichlich keine Depression. 

Die mit Bikarbonat ausgeschiittelte Atherlésung, welche dic 
phenolischen Bestandteile enthalt, wurde nach dem Einengen in 





‘6 Monatsh. Chem. 3/, 1919, S. 439, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 
119, 1919, 8. 439. | 
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einem Sublimationsrohr verdampft und hierauf der Hochvakuum- 
sublimation unterworfen. Zunichst wurde zwischen den Tem- 
peraturen 90 und 120° gearbeitet. Innerhalb dieses Temperatur- 
intervalls sublimierte ein Stoff, der in zwei Formen auftrat: die 
eine, kompaktere, bestand aus feinen Nadeln, die andere aus 
schon mit freiem Auge gut sichtbaren Oktaederkristallchen. 
Beide Formen erwiesen sich einander identisch und zeigten den- 
selben Schmelzpunkt von 108°, der nach dem Umlésen aus Benzol 
und Fallen mit Petrolither konstant blieb. Aus Benzol erfolgt die 
Kristallisation in langen, derben SpieBen. Der mit p-Oxyazeto- 
phenon ausgefiihrte Mischschmelzpunkt verlief auch wirklich de- 
pressionslos. 

Der Riickstand nach der Sublimation des eben identifizier- 
ten Kérpers wurde nun einer weiteren Hochvakuumsublimation 
unterworfen unter Steigerung der Heiztemperatur bis 200°. Die 
hiebei erhaltene Fraktion bestand aus braunen, schmierigen Kri- 
stallen, die sich nicht naher identifizieren lieBen. Jedoch liegt in 
diesem Umstand nichts Befremdendes, da ja GoLDscHMieDT und 
ZERNER auch das, beim Skutellareinabbau zu erwartende Phenol 
nicht identifizieren konnten. 


VI. Azetylierung desentmethylierten Pro- 
duktes. 


0-06 g entmethyliertes, sublimiertes Aglukon wurde mit 
10cm*® Essigsiureanhydrid und 6g entwissertem Natriumazetat 
eine halbe Stunde lang unter RiickfluB gekocht, hierauf mit Wasser 
versetzt, wobei das Azetylprodukt ausfiel. Nach dem Umfillen aus 
alkoholischer Lésung mit Wasser und Umkristallisieren aus Essig- 
ester hatte das Produkt den Schmelzpunkt 237—238°. 

Ein Mischschmelzpunkt mit Skutellareintetraazetat zeigte 
keine Depression. 

Elemementaranalyse: 
2°955 mg Substanz gaben 6°566 mg CO,, 1°135 mg H,0O. 

Ber. fiir C,,H,,0,,: C 60°79, H 3°96 %. 

Gef.: C 60°60, H 4-29%. 


VIl. Methylierung des entmethylierten Pro- 
duktes. 


Diese wurde, wie bei dem Aglukon, mit Diazomethan aus- 
gefiihrt. Verwendet wurde ein im Hochvakuum sublimiertes Ma- 
terial. Das hiebei erhaltene Produkt erwies sich sowohl mit dem 
durch Methylierung des Aglukons erhaltenen als auch mit syn- 
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thetischem Trimethylskutellarein identisch, was durch depres. 
sionslos verlaufene Mischschmelzpunkte der genannten Produkte 


bewiesen wurde. 


VII. Methylierungsversuche; Darstellung des 
Trimethylproduktes. 


1. Methylierung mit Diazomethan. 


a) Methylierung des durch Umfillen aus Alkohol-Wasser 
gereinigten Materials. 

0-5 g Aglukon, in méglichst wenig Alkohol gelést, wurden 
in der Kalte mit Atherischer Diazomethanlésung (erhalten aus 
Nitrosomethylurethan und methylalkoholischer Lauge) versetzt. 


Nach zwilfstiindigem Stehenlassen wurde wieder die gleiche 
Menge Diazomethanlésung zugefiigt, wonach keine Stickstoffent- 
wicklung mehr zu beobachten war. Nach abermaligem zwilf- 
stiindigem Stehen wurde der Ather abdestilliert und der Riick- 
stand mit heiSem Wasser versetzt. Das hiebei ausfallende Produkt 
wurde filtriert, im HeifSwasserexsikkator getrocknet und nach 
zweimaligem Umkristallisieren aus Essigester in reinem Zustand 
erhalten. 


Honiggelbe Nadeln vom Schmelzpunkt 188—189°. 

Ausbeute zirka 0-1 g an Rohmaterial. 

b) Methylierung von sublimiertem Ausgangsmaterial. 

Es wurde wie sub a) verfahren, mit der Abinderung, dah 
das Reaktionsgemisch am siedenden Wasserbad bis zur Trockene 
eingedampft wurde. 


Das zuriickbleibende Produkt hatte, einmal aus Methy!- 
alkohol und zweimal aus Essigester umkristallisiert, den Schmelz- 


punkt 188—189°. 


2. Methylierung mit Dimethylsulfat. 


0-5 g Aglukon, gereinigt durch Alkohol-Wasserbehandlung, 
wurden in méglichst wenig heiBem Alkohol gelist, bei Siedehitze 
mit 10cm* 40%iger Natronlauge und einem UberschuB an Di- 
methylsulfat versetzt, eine Stunde lang unter RiickfluB am sie- 
denden Wasserbade erhitzt. 


Nach dem Erkalten wurde mit dem fiinffachen Volumen 
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Wasser versetzt und zirka 12 Stunden stehen gelassen. Der aus- 
ceschiedene Niederschlag war noch sehr unrein; er wurde daher 
wieder in Alkohol gelést, die Lisung mit Wasser im UberschuBb 
versetzt, wonach ein fast reinweiS aussehender Kérper ausfiel. 
Dieser wurde nach erfolgter Filtration und Trocknung aus Alko- 
hol umkristallisiert, hierauf wieder in Alkohol gelést und mit 
Wasser ausgefillt. SchlieBlich wurde dieses Produkt noch zwei- 
mal aus Essigester umkristallisiert. Es hatte dann den Schmelz- 


punkt von 188°. 


Die Reindarstellung gestaltete sich bei der Methylierung 
mit Dimethylsulfat bedeutend verlustreicher als bei der Methy- 
lierung mit Diazomethan. 


3. Methylierung mit Methyljodid. 


Die konzentrierte, absolut-methylalkoholische Lésung des 
Aglukons wurde mit 5cm* 10%iger alkoholischer Kalilauge und 
10cm® Jodmethyl im EinschluBrohr am Bombenwasserbad wah- 
rend zehn Stunden erhitzt. 


Das mit Wasser ausgefillte Produkt war aber so unrein, 
daB eine Reindarstellung infolge des allzu verlustreichen Weges 
nicht erzielt werden konnte. 


Analytik und Vergleich mit synthetischem 
Trimethylskutellarein. 


Verbrennung: 


4°698 mg Substanz gaben 11°322 mg CO,, 2°202 mg H,0. 
Ber. fiir C,,H,,0,: C 65°85, H4-87%. 
Gef.: C 65°73, H5°24%. 


Methoxylbestimmungen (nach ZEISEL-PREGL): 


2-475 mg Substanz gaben 5:0125mg AgJ 

2+700 mg He »  9°475mg AgJ. 
Ber. fiir C,,H,,O,: OCH, 28°35%. 
Gef.: OCH, 26°75, 26°82%. 


Die gefundenen Werte sind ahnlich den von WessELY und 
Moser angefiihrten (zirka 27% OCH,;) auch etwas zu tief. 


Schmelzpunkt: 188—189°. 


Mischschmelzpunkt mit synthetischem Trimethylskutellarein 
(Fp. 189°) ergab keine Depression. 
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IX. Darstellung des Trimethylmonoazetyl.- 
produktes. 


0:02 g Trimethylprodukt wurden eine Viertelstunde lang 
mit 2 cm*® Essigsiureanhydrid unter Zusatz von 0-5 g wasserfreiem 
Natriumazetat gekocht. Das Essigsiureanhydrid wurde fast villig 
abdestilliert und die letzten Anteile am siedenden Wasserbad 
unter Zusatz von Alkohol zerstért. Hierauf wurde mit einem Uber- 
schu8 an Wasser versetzt, wodurch das Azetylprodukt in weiben 
Flocken ausfiel. Die Fliissigkeit wurde zwélf Stunden stehen ge- 
lassen und dann filtriert. Nach dem Trocknen wurde das Produkt 
in Essigester gelést, mit Petrolither bis zur bleibenden Triibung 
versetzt; in kurzer Zeit trat Kristallbildung ein. Nach noch- 
maliger Behandlung mit Essigester-Petrolither hatte das Azety|- 
produkt den der Literatur entsprechenden Schmelzpunkt von 
167—169°. Ein mit synthetischem Trimethylmonoazetylskutellarein 
ausgefiihrter Mischschmelzpunkt ergab keine Depression. 


X. Isolierung, Reindarstellung und Identifi- 
zierung des Mannits. 


Etwas alkoholischer Bliitenextrakt wurde im Vakuum bei 
60° bis zur Syrupkonsistenz verdampft, hierauf mit ganz wenig 
Methylalkohol aufgenommen und mit dem doppelten Volumen 
Petrolither versetzt. Die Fliissigkeit blieb sodann zwélf Stunden 
an einem kiihlen Orte stehen. Schon nach kurzer Zeit trat reich- 
liche Kristallbildung ein; der die Fliissigkeit erfiillende, dichte 
Kristallbrei wurde filtriert. Dieses Rohprodukt hatte noch von 
der Mutterlauge her gelbes Aussehen und war nach mehrmaligem 
Umfallen aus methylalkoholischer Liésung mit Petrolither farblos 
zu erhalten. Es zeigte schlieBlich, aus Methylalkohol umkristalli- 
siert, den Schmelzpunkt 164—165°. Mischschmelzpunkt mit ana- 
lysenreinem Mannit ergab keine Depression. 


Analyse: 
4°520 mg Substanz gaben 6°510 mg CO,, 3°034 mg H,O. 

Ber. fiir C,H,,0,: © 39°56, H7°69%. 

Gef.: C 39-28, H 7-51. 

Darstellung von Tribenzalmannit **. Ein Gewichtsteil Mannit 
wurde in zwei Gewichtsteilen Salzsiure (spez. Gew. 1:19)  ge- 





16 FiscHER und Fay, Ber. D. ch. G. 28, 8. 1979. 
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jjst und zwei Gewichtsteile reiner Benzaldehyd zugegeben, hier- 
auf stark geschiittelt. Die Masse erstarrte bald unter Abscheidung 
von Tribenzalmannit. Nach mehrstiindigem Stehen wurde mit 
Wasser verdiinnt, filtriert und zuerst mit kaltem Wasser, dann 
mit Alkohol und Ather gewaschen. Das Produkt wurde aus heiBem 
Azeton umkristallisiert. Schmelzpunkt 218—222?°. 
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Uber eine Umlagerung in der Flavonreihe 


Von 


FRITZ WESSELY und FERDINAND KALLAB 


Aus dem {I. Chemischen Universitits-Laboratorium in Wien 


(Vorgelegt in der Sitzung am 21. Janner 1932) 


In einer friiheren Arbeit* wurde iiber die Synthese des 
Skutellareins (5,6, 7,4’-Tetraflavon) berichtet, das in einer bei dihn- 
lichen Synthesen bisher noch nicht beobachteten Reaktionsweise 
aus dem 2, 4-Dioxy-3, 6-Dimethoxyazetophenon (A) durch Kon- 
densation mit Kaliumanisat und Anissiureanhydrid als 6, 4’-Di- 
methylather (I) erhalten wurde. Eigentlich war aus den genann- 
ten Ausgangsmaterialien bei normalem Verlauf der Synthese das 
7-Oxy-5, 8, 4’-Trimethoxyflavon (II) zu erwarten, das aber nur in 
einem einzigen von acht Versuchen erhalten wurde, obwohl wi: 
bestrebt waren, die Reaktionsbedingungen des einen gelungenen 
Versuches auch bei zahlreichen anderen einzuhalten. 

OCHs 
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Dieser letztgenannte einmal erhaltene Trimethylither I! 
zeigte auch bei der Verseifung mit HJ (D= 1-7) ein eigentiim- 
liches Verhalten, da die Azetylierung des dabei erhaltenen Fla- 
vons ein mit dem natiirlichen Skutellareintetraazetat identisches 
Produkt ergab. Es wurde dieser Versuch damals mit der nétigen 
Reserve mitgeteilt, da er nur einmal und mit wenig Material 
durchgefiihrt worden war, und wir waren bestrebt, das genannte 
Ergebnis durch weitere Versuche zu stiitzen. 





1 F, WesseLy und G. H. Moser, Monatsh. Chem. 56, 1930, 8. 97, bzw. 
Sitzb. Ak. Wiss. (IIb) 139, 1930, S. 367. 
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Zunichst versuchten wir neuerlich die Gewinnung von II 
aus dem Keton A, Anissiureanhydrid und Alkalianisat.. Wie schon 
oben erwahnt, wire ja II dabei als normales Reaktionsprodukt 
zu erwarten. Wir haben keinen Erfolg gehabt. Es wurde diesmal 
mit Natriumanisat gearbeitet, besonders in Hinblick auf eine uns 
zur Kenntnis gekommene Arbeit von Furukawa *. Letztgenannter 
Autor erhielt aus dem Keton A mit Natriumanisat und Anissiure- 
anhydrid zwei Verbindungen, von welchen die eine mit dem 
F. P. 279—280° als 7-Oxy-5, 8, 4’-Trimethoxyflavon bezeichnet 
wird. Daneben erhielt er noch eine zweite Verbindung vom 
F. P. 255—256°, iiber die nur angegeben wird, dab sie ebenso wie 
der vorhin genannte Trimethylaither vom F. P. 279—280° bei der 
Verseifung mit HJ ein noch nicht bei 330° schmelzendes Flavon 
liefert, aus dem bei der Azetylierung ein Tetraazetat vom 
F. P. 245—246° erhalten wird. Dieses Tetraazetat ist wohl, was 
FuruKAWA allerdings zu bezweifeln scheint, mit dem natiirlichen 
Skutellareintetraazetat identisch, und wir halten es fiir das 
Wahrscheinlichste, da8S der Trimethylither vom F. P. 279—280° 
eine dimorphe Form des von uns beschriebenen Athers vom 
F. P. 258° darstellt *. Diesen hatte ja auch Furukawa allem An- 
schein nach in seiner Substanz vom F. P. 255—256° in Hinden. 

Nach allem diesen schien schon die Arbeit von FuRUKAWA 
eine Stiitze der von uns beobachteten Umlagerung zu bedeuten, 
doch haben wir schon lange vor Kenntnisnahme der genannten 
Arbeit auf andere Art unsere Versuchsergebnisse gestiitzt. 

CH30 


OH 
ost 


| CHs 


ae \co/ 
B 
Zur Gewinnung von Derivaten von II gingen wir vom 
Keton B aus, das wir aus 1, 2,3,5-Tetramethoxybenzol nach 
FRIEDEL-CraFFts erhielten. Durch Kondensation dieses Ketons mit 
Anissiureanhydrid und Kalium- oder Natriumanisat wurde in 
allerdings miBiger Ausbeute ein Tetramethylather vom F. P. 208° 
erhalten, der mit dem friiher beschriebenen Tetramethylither, 





* FuruKAWA u. H. Tamaki, Chem. Centr. 1931 (ID, S. 2161. 

Hier sei auch erwdhnt, daB das 5, 7-Dioxy-6, 4’-Dimethoxyflavon 
dimorph ist. Das aus Alkohol umgeléste, bei 218° schmelzende Produkt er- 
Starrt zu bei 204° schmelzenden Kristallen und auch die Sublimation der bei 
218° schmelzenden Verbindung fiihrt zu dem Produkt vom F. P. 206°. 
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der aus II mit Diazomethan dargestellt worden war, Identiti 
zeigte. Es lag also das 5, 7,8, 4’-Tetramethoxyflavon vor, das 
ja als normales Reaktionsprodukt zu erwarten war. Wihrend 
unserer Versuche erschien eine Arbeit von Suizvo Hattori‘, der 
auf dem gleichen Weg zu dem nimlichen Derivat kommt. In 
seiner Arbeit erwihnt Hattori auch unseren Befund iiber die Um- 
lagerung des dem Trimethylither (II) zugrunde liegenden Atom- 
geriistes in Skutellarein, die von uns mit einer verschiedenen Sti- 
bilitat der den Verbindungen I und II entsprechenden Flavone 
begriindet wurde. Er hilt diese Ansicht noch nicht fiir geniigend 
begriindet, weil er aus dem 5,7, 8, 4’-Tetramethoxyflavon und 
dem 5, 7, 8-Trimethoxyflavon durch Verseifung mit HJ immer dic 
diesen Athern zugrunde liegenden Flavone erhielt. Diesen Ver- 
suchen stehen nun drei neue von uns durchgefiihrte Verseifungen 
des 5, 7, 8, 4’-Tetramethoxyflavons entgegen. Bei zwei Versuchen 
haben wir mit HJ auf freier Flamme, bei einem dritten im Olbad 
auf 140° erhitzt. Es haben sich bei keinem dieser drei Falle An- 
zeichen dafiir ergeben, da  mnennenswerte Mengen von 
5, 7, 8, 4’-Tetraoxyflavon in dem rohen Verseifungsprodukt ent- 
halten waren, da diese bei der von Harrori fiir das genannte 
Flavon angegebenen Schmelztemperatur keine Spur einer Ver- 
inderung zeigten. Ebenso gewannen wir durch Azetylierung und 
Methylierung nie andere als die dem Skutellarein entsprechenden 
Verbindungen. 

Wir ver6éffentlichen, besonders im Hinblick auf Harroris 
Arbeit, schon jetzt unsere bisherigen Versuche und wollen in Gang 
befindliche umfangreichere Untersuchungen, die auf die Ursache der 
verschiedenen Befunde eingehen sollen, erst spiter publizieren. 


Versuche, 


Synthese des 2-Oxy-3,4,6-Trimethoxyazeto- 
phenons. 


Als Ausgangsprodukt diente 1, 2, 3, 5-Tetramethoxybenzol 
(K.P. 148° bei 12mm Hg), das aus Pyrogalloltrimethylather 
iiber 2, 6-Dimethoxy-1, 4-benzochinon und 2, 6-Dimethoxy-1, 4-di- 
oxybenzol dargestellt wurde. 

75g 1,2,3,5-Tetramethoxybenzol und 20g AICI, wurden 
fein verrieben und zu diesem Gemisch 18 g Azetylchlorid zutrop- 





4 §. Hatrort, Acta Phytochimica 5, 1931, S. 219. 








tit 
das 
end 
der 
In 
Jm- 
ym- 
sta- 
ne 
nd 
nd 
die 
er- 
en 
en 
ad 


OF 








Uber eine Umlagerung in der Flavonreihe 29 


fen gelassen. Nach einer Stunde 148t die HCl-Entwicklung nach 
und man erwarmt zur vollstéindigen Beendigung der Reaktion im 
Wasserbad auf 70°. Hierauf trigt man die harzige Masse in Eis 
ein. Die saure Lésung wird nun ausgeithert und diese Liésung 
mit 5% NaOH mehrmals durchgeschiittelt. Durch Einleiten von 
CO, in diese Alkalilésung kann man als erste Fraktion eine Sub- 
stanz isolieren, die nach mehrmaligem Ausfallen aus Alkali- 
lisung durch CQ, den F. P. 109—111° zeigt. Sie zeigt sich auch 
nach den Analysenergebnissen mit dem Keton B identisch, welches 
zuerst von BaRGELLINI® erhalten, jedoch in seiner Konstitution 
erst von S. Hatrori® aufgeklirt wurde. 


Ausbeute 3°8 g, F. P. 109—111°. 


1°837 mg Substanz gaben 5-705 mg AgJ. 
C,,H,,0, = C,H,O(OH)(OCH,),. Ber.: OCH, 41-18%. 
Gef.: OCH, 41-03%. 

Die neben diesem Keton erhaltene zweite Fraktion (CO.) 
konnten wir nach BarGELLini’ durch Behandeln der heiSen Benzol- 
lisung mit Ligroin reinigen. Sie scheint mit einem Dimethylither 
des Tetraoxyazetophenons identisch zu sein, mit dessen Kon- 
stitution wir uns nicht weiter beschaftigt haben. 


Ausbeute 0-5 g. F. P. 160—162°. 


1°949 mg Substanz gaben 4°335 mg AgJ. 
C,.H,,.0, = C,H,(OH).(OCH,),. Ber.: OCH 29°25%. 
Gef.: OCH 29°39%. 


Kondensation zum 5,7,8,4-Tetramethoxy- 
flavon. 


Das zur Kondensation verwendete Alkalianisat stellten wir 
durch Eintragen von Anissiure in iquivalente Mengen 1 n-Lauge 
dar. Wir tiberzeugten uns von der Reinheit durch Alkalibestim- 


mungen. 
Natriumanisat. 


0:0919 g Substanz gaben 0°0367 g Na,SOQ,. 
Fiir C,H,O,Na. Ber.: Na 13°22%. 
Gef.: Na 12°93%. 
Kaliumanisat. 
0°0972 g Substanz gaben 
Ber.: K 20-57%. 
Gef.: K 20°50%. 





5 G. BarGELLINI u. L. Bint, Gazz. chim. Ital. 47, 1911, 8. 8. 
6 §. Harrori, acta Phytochimica 5, 1931, S. 219. 
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1g 2-Oxy-3, 4, 6-trimethoxyazetophenon, 1g Anissiure- 
anhydrid (F.P. 97—99°, dargestellt nach der Thionylchlorid- 
Pyridinmethode) und 1-2 g Kalium- oder Natriumanisat werden 
gut vermischt und sechs Stunden auf 180—185° erhitzt. Die 
Schmelze wird in Alkohol gelést, mit 10 cm® einer 20%igen KOH 
versetzt und 30 Minuten am Wasserbade gekocht. Der Alkohol wird 
im Vakuttm abgedampft und der Riickstand mit Wasser versetzt. 
Der dabei ausfallende feine Niederschlag wird durch mehrmaliges 
Umlésen aus Alkohol, zuletzt unter Tierkohlezusatz, gereinigt. 

Ausbeute 0-1 9, F. P. 206—207°. 

Der Mischschmelzpunkt mit der Substanz, die aus I durch 
Methylierung mit Diazomethan erhalten wurde, zeigte keine De- 
pression. | 
2°112 mg Substanz gaben 5°837 mg AgJ, Misch-F.-P. 206°—208°. 

C,sH,,0, = C,,H,0,(OCH,),. Ber.: OCH, 36-26%. 

Gef.: OCH, 26-40%. 

Aus dem alkalischen Filtrat konnten wir durch Fallung mit 
CO, unser Ausgangsprodukt (2-Oxy-3, 4, 6-trimethoxyazetophenon) 
zuriickgewinnen. 


Verseifung des 5,7,8,4-Tetramethoxyflavons. 


0-095 g Tetramethoxyflavon wurden durch einstiindiges Er- 
hitzen am Drahtnetz (einmal auch im Olbad bei 140°) mit 3-5 cm’ 
HJ (D= 1:7) verseift. Nach dem Erkalten behandelt man mit 
Wasser und mit H,SO,. Durch Kristallisation aus Isoamylalkohol 
kann das Rohprodukt leicht gereinigt werden. 


Ausbeute 0-080 g, F. P. (im Berlblock) tiber 330°. 


Methylierung des erhaltenen Flavons. 


Obige Menge (Rohprodukt) wurde in Azeton gelést und am 
Wasserbad in fiinf Portionen zu je 1cm* Dimethylsulfat und 
8:5 cm® 10%igem NaOH methyliert. Nachher wurde die Lésung im 
Vakuum verdampft und der Riickstand mehrmals mit Chloro- 
form ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen mit Glaubersalz wird 
das Chloroform verdampft und der Riickstand bei (0-003 mm Hg) 
160—170° sublimiert. Das iibergehende, kristallinisch erstarrende 
Ol wird in Alkohol gelést, der Alkohol verdampft und der Riick- 
stand aus Ather umgelist. 


Ausbeute 0-040 g, F. P. 142°. 
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Der Mischschmelzpunkt mit dem Tetramethylither des 
natiirlichen Skutellareins zeigte keine Depression. 

Die Schmelze der Substanz vom F. P. 142° zeigte, wie in der 
ersten Arbeit erwihnt, beim Wiedererstarren und neuerlichem 
Schmelzen den F. P. 161°. 
3°269 mg Substanz gaben 8°519 mg Agu. 


C,oH,.0, = C,;H,0,(OCH,),. Ber.: OCH, 36-26%. 
Gef.: OCH, 34°434%. 


Azetylierung des erhaltenen Flavons. 


Durch Azetylierung mit Essigsiureanhydrid und Pyridin 
oder Essigsiureanhydrid und Natriumazetat wurde das rohe 
Flavon in seine Tetraazetylverbindung tibergefiihrt. Das erhal- 
tene Rohprodukt wird aus Essigester umgeldst. 

Ausbeute quantitativ, F. P. 238°. 

Der Mischschmelzpunkt mit dem natiirlichen Skutellarein- 
tetraazetat zeigte keine Depression. 

Der F. P. des Tetraazetates ist, da er nicht ohne Zersetzung 
verlauft, vom Tempo des Erhitzens abhangig. 


Kondensation des 2,4-Dioxy-3,6-dimethoxy- 
azetophenons. 


0-72 g 2,4-Dioxy-3, 6-dimethoxyazetophenon wurden mit 
25g Natriumanisat und 115g Anissiureanhydrid eine Stunde 
auf 180—185° erhitzt. Die Aufarbeitung erfolgt ebenso wie bei 
der Kondensation zum 5, 7, 8, 4’-Tetramethoxyflavon. (Man ver- 
wendet zur Verseifung des Anissiiureanhydrides die 1%fache 
theoretische Menge.) i 

Ausbeute 0:14 9, F. P. (nach einmaligem Umlésen aus Alko- 
hol) 215°. 

Der Mischschmelzpunkt mit dem in der ersten Arbeit be- 
schriebenen 5, 7-Dioxy-6, 4’-dimethoxyflavon zeigte keine De- 
pression. 
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Der Farbstoff der gelben Dahlien 


Von 
LEOPOLD SCHMID und ANTON SEEBALD 


Aus dem II. Chemischen Universitits-Laboratorium in Wien 


(Vorgelegt in der Sitzung am 21. Jinner 1932) 


Im Zusammenhang mit den Untersuchungen iiber die als 
Anthochlor’* bezeichaeten Bliitenfarbstoffe wurde von L. Scumm 
und A. Wascukau auch der Farbstoff der gelben Dahlien in Arbeit 
genommen. Das gelbe Dahlienpigment setzt sich nun aus einem 
Gemenge von zwei Substanzen zusammen, von denen die eine 
sicher als Apigenin erkannt werden konnte. Gegenstand unserer 
folgenden Untersuchungen ist der zweite neben Apigenin vor- 
kommende Farbstoff. 

Bevor eine chemische Untersuchung iiberhaupt einsetzen 
konnte, muBte die Isolierung des Ausgangsmaterials ausgearbei- 
tet werden. Unsere erste Aufgabe bestand darin, den Farbstoff 
makrochemisch kristallisiert zu fassen. Nach orientierenden Vor- 
versuchen war festgestellt, da8, ahnlich wie bei der Isolierung 
des Apigenins, auch hier der Alkohol als geeignetstes Lésungs- 
mittel in Betracht komme. Zur Extraktion gelangten zirka 
1300 Bliitenstinde, die aus Girtnereien Wiens bezogen worden 
waren. Die von Stengel und Kelch befreiten gelben Bliitenblatter 
wurden in diinner Schicht ausgebreitet und einige Tage hindurch 
oberflichlich getrocknet; zu langes Lagern zwecks Trocknung 
war bedenklich, da Spuren einer Zersetzung zu bemerken wareu. 
Bei der Aufarbeitung war besonders auf Fernhalten der griinen 
Kelchblatter zu achten, die hartnickig den Bliitenblittern an- 
hafteten. Das Pflanzenmaterial wurde nach der oberflachlichen 
Trocknung einer erschépfenden, kalten Extraktion mit Alkohol 
unterworfen, was ungeféihr drei Wochen in Anspruch nahm. Das 
Ende der Extraktion war daran zu erkennen, da der abflieBende 
Alkohol vollstaindig farblos war und bei Zusatz von Lauge keine 
Rotfirbung ergab. Die Art der Rotfirbung mit Lauge ist eine 





1 L. Scammp und A. Wascukavu, Monatsh. Chem. 49, 1928, S. 83, bzw. 
Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 137, 1928, S. 83; L. Scumm und W. Ruwmpet, 
Monatsh. Chem. 57, 1931, S. 421, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 139, 1930. 
S. 1087; L. Scumip u. E. Korrer, Monatsh. Chem., bzw. Sitzb. Ak. Wien (IIb), 
im Druck. 





Wi 











als 
AMID 
beit 
em 
‘ine 
rer 


fen 
@]- 





Der Farbstoff der gelben Dahlien 33 


charakteristische Reaktion des Farbstoffes, aus deren Auftreten 
auf seine Anwesenheit auch in groBer Verdiinnung geschlossen 
werden kann. Die Alkoholextrakte wurden gesammelt und filtriert. 
Sie waren braun gefirbt und wurden bei einer Temperatur von 
héchstens 50° im Vakuum auf ein Viertel des Volumens eingeengt. 
Diese eingeengten Extrakte wurden mit dreifachem Volumen 
Wasser versetzt; dabei fiel ein gelb bis braun gefirbter amorpher 
Niederschlag aus und die dunkelbraune Lésung hellte sich gleich- 
zeitig auf. Da der Alkohol betrichtliche Mengen von Farbstoff 
in Lésung hielt, wurde er im Vakuum vollstindig entfernt, wobei 
das Volumen durch Wasserzusatz immer konstant gehalten wurde. 
Orientierende Vorversuche ergaben, dafé es hier nicht wie bei 
den Anthozyanen méglich sei, den Farbstoff als Salz zu isolieren. 
Lisung und Niederschlag wurden jetzt getrennt aufgearbeitet. 
Insgesamt war es méglich, zirka 70 g Niederschlag durch Wasser- 
fillung zu erhalten. Nun handelte es sich darum, dieses Gemisch, 
das Apigenin und den zu untersuchenden gelben Farbstoff ent- 
hielt, zu trennen. 

Untersuchungen iiber die Léslichkeit beider Farbstoffe zeig- 
ten den Weg fiir das Trennungsverfahren. Es beruht auf der 
Kigentiimlichkeit des Apigenins, in absolutem Ather véllig un- 
léslich zu sein, wihrend der zweite Farbstoff in Ather zwar schwer, 
aber doch so weit léslich ist, daB auf Grund dessen eine Trennung 
vom Apigenin méglich ist. Ein geringer Nachteil des Verfahrens 
liegt wohl darin, daB die Extraktion immerhin lingere Zeit er- 
fordert, doch ist es so weit geeignet, daB wir es auch als Darstel- 
lung des gelben Dahlienfarbstoffes empfehlen kénnen. Der Vor- 
teil des Verfahrens liegt darin, daB es doch zu hochwertigem 
Produkt fiihrt, das sich im weiteren Verlauf leicht in vollstandig 
reines tiberfiihren lie’. Um den gelben Farbstoff aus dem. Sub- 
stanzgemisch méglichst restlos herauszuholen, ist es nétig, erstens 
das Material weitgebend zu trocknen, damit es vom Ather benetzt 
werden kénne, ferner das Rohmaterial in méglichst pulverisierter 
Form zur Extraktion zu bringen. Bei der Atherextraktion ging 
natiirlich anfinglich der Farbstoff mit einer Menge leicht léslicher, 
verunreinigender Begleitstoffe in Lésung. Diese ersten Ausziige 
waren stark griin gefirbt und muBten verworfen werden. Mit 
der Dauer der Extraktion traten diese Verunreinigungen immer 
mehr zuriick, so daf die Ausziige reicher an Farbstoff waren. Zur 
Atherbehandlung waren zirka 70 g herangezogen worden. Davon 
fanden sich im Atherextrakt 16 g. Die Hauptmenge des in Ather 
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unléslichen Riickstandes war Apigenin. Die damit vorgenommene 
Reinigung durch Atherextraktion war aber noch nicht so weit 
vorgeschritten, da8 der Farbstoff kristallisiert zu fassen gewesen 
wire. In dieser Etappe der Aufarbeitung war es naheliegend, den 
Farbstoff durch Uberfiihrung in ihm nahestehende Derivate und 
Riickgewinnung aus denselben zu fassen. Als solches Derivat 
eignet sich besonders das Azetylprodukt infolge der azetolytischen 
EKinwirkung des Essigsiureanhydrids auf die Begleitstoffe?. Wie 
weiter unten bei der Beschreibung des Verhaltens des Farbstoffes 
bei der Azetylierung ausgefiihrt werden soll, ist die Méglichkeit 
einer Azetylierung in diesem Falle gar nicht gegeben. Da durch 
Salzbildung des Farbstoffes weder mit Siuren noch mit Alkalien 
eine Abtrennung von noch vorhandenen Begleitstoffen méglich 
war, so muften wir die mechanische Reinigung weiter fortsetzen. 
Die oberwihnten 16g Atherextrakt wurden behufs Abtrennung 
der in Ather leicht léslichen Begleitstoffe kurze Zeit mit Ather 
durchgeschiittelt. Die dunkelgriin gefirbte Atherausschiittelung 
wurde abfiltriert und verworfen. Der feste Farbstoff zeigte nun 
ein reineres Gelb. Die weitere Veredlung des Farbstoffes erfolgte 
durch wiederholtes Lésen in Alkohol und Ausfillen mit Wasser. 
In diesem Zusammenhang sei gleichzeitig bemerkt, da der Farb- 
stoff mit steigendem Reinheitsgrad in Wasser immer schwerer bis 
praktisch unléslich wurde, wihrend er in den Rohfillungen in 
héherem Mae wasserléslich war. 

Nunmehr zeigte der Farbstoff schon das reine Gelb wie die 
Dahlienblitter. Fiir den Reinheitsgrad des Farbstoffes sprach 
auch sein Verhalten gegenitiber Lauge; wihrend der reine K6rper 
mit Lauge eine ausgesprochen blutrote Farbung gibt, die mit 
Siure in Gelb umschligt, gaben die weniger reinen Produkte eine 
mehr briunlichrote Lésung, welche auch fluoreszierte. Nach fiinf- 
maliger Alkohol- und Wasserbehandlung zeigte der Farbstoff beim 
Erhitzen im Vakuumschmelzpunktsréhrchen folgendes Verhalten: 
bis 315° unveraindert, von 315—324° allmihliches Braunwerden. 
324° beginnende Zersetzung unter Gasentwicklung. Dieses Ver- 
halten blieb konstant auch nach den Versuchen, den Farbstofi 
aus anderen Lisungsmitteln, wie Azeton, Essigester, Chloroform. 





? L. Scumip und A. WascuKavu, Monatsh. Chem. 49, 1928, S. 83, bzw- 
Sitzb. Ak. Wiss. Wien (Ilb) 137, 1928, S. 83; L.Scumm und K. Pierscs, 
Monatsh. Chem. 57, 1931, S. 305, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. Wien (I1b) 139, 1930, 
S. 971; L. Scumm und W. Rumpet, Monatsh. Chem. 57, 1931, S. 421, bzw. 
Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 139, 1930, S. 1087. 
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 ristallisiert zu fassen. Es ist fiir den Farbstoff merkwiirdig, dal 
or aus allen untersuchten Lésungsmitteln nur in kugelférmigen 
\ggregaten sich ausscheidet, die wohl unter dem Mikroskop védllig 
homogen aussehen. Das Farbstoffmaterial in schénen Kristall- 
jadeln zu fassen, gelang uns nur durch Sublimation im Hoch- 
vakuum. Der Zersetzungspunkt des Farbstoffes zeigte nach Hoch- 
vakuumsublimation ganz das gleiche Verhalten wie Farbstoff- 
proben, die nach dem beschriebenen Verfahren dargestellt wur- 
den. Ahnlich verlief der Mischschmelzpunkt des durch Sublima- 
tion und des durch Umfillen gereinigten Farbstoffes. Man darf 
deshalb mit Sicherheit annehmen, da8 er einheitlich und nach 
dem beschriebenen Verfahren rein darzustellen ist. Er ist im 
Vergleich mit Apigenin in allen Lésungsmitteln viel leichter 16és- 
lich, besonders im unreinen Zustand. Wir konnten daher nicht 
verzichten auf die in den Mutterlaugen der ersten Rohfallung ver- 
bliebenen Farbstoffmengen, um so mehr als diese noch deutlich 
die fiir den Farbstoff charakteristische Farbung mit Lauge zeigten. 
Die wiisserige alkoholische Lésung, die nach Ausfallen des Farb- 
stoffes verblieb, wurde im Vakuum am Wasserbad zur vollstin- 
digen Entfernung des Alkohols eingeengt. Dann tibertrugen wir 
das Extraktionsverfahren mit Ather auf in der Lésung verblie- 
bene Anteile, indem in einem Extraktionsapparat diese alko- 
holfreien Mutterlaugen erschépfend mit Ather behandelt wurden. 
Auch bei der Atherbehandlung der Wasserlésung ergab sich ein 
ihnliches Bild wie bei der Atherbehandlung der Rohfallung. Die 
ersten Partien waren sehr stark griin gefirbt und auch nach 
mehrfacher Wiederholung der Atherbehandlung nicht kristallisiert 
zu fassen, da in ihnen verunreinigende Begleitstoffe in tiberwie- 
vender Mehrheit vorhanden waren. Erst in den spiteren Extrak- 
ten war der Farbstoff so weit frei von Begleitstoffen zu gewinnen, 
daB seine Aufarbeitung auf reinen Farbstoff lohnend war. Es war 
méglich, rund 5 g Rohextrakt zu erhalten, aus welchem 1 g reiner 
Furbstoff zu gewinnen war. vs 

Der Farbstoff hatte nach raschem Erhitzen einen Zerset- 
zungspunkt von 324° unter Gasentwicklung. Er war erst im 
Hochvakuum sublimierbar; Sublimationsbeginn 165°, giinstigste 
Temperatur 170—190°. Seine Farbe ist intensiv gelb, wie sie den 
gelben Dahlien eigen ist. AuBer C, H, O sind keine anderen Ele- 
mente am Aufbau des Farbstoffes beteiligt. Methoxyl- und Oxy- 
methylengruppen waren nicht nachweisbar. Die Verbrennungen 


ergaben im Durchschnitt die Werte: 


3* 
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C 66:45, H 390%, 


woraus sich die Bruttoformel C,;H,,0; ableitet. 


Leicht léslich ist der Farbstoff in Methyl-, Athylalkohoi, 
Kssigester, Eisessig, Azeton, Pyridin, in Lauge mit dunkelkirsch- 
roter Farbe, die beim Ansiuern in Gelb umschligt; in Ammoniak 
léslich mit hellroter Fairbung; schwer lislich in Ather; unléslich 
in’ Wasser, Petrolither, Benzol. Mit Eisenchlorid gibt er in alko- 
holischer Lésung Braunfirbung, bei Natriumkarbonatzusatz keine 
Verdnderung, mit Bleiazetat keine Reaktion, mit Bromwasser 
gelben Niederschlag. Die Farbe mit Lauge war blutrot und konnte, 
wie oben erwihnt, bei der Aufarbeitung als Indikator verwendet 
werden, weil sie auch in grofer Verdiinnung auftrat, wobei zu 
bemerken ist, daB in groBer Verdiinnung das Blutrot in ein Rétlich- 
gelb tibergeht. Die nichste Frage war nun, ob der Farbstoff als 
Glukosid oder zuckerfrei vorlag. Siurebehandlung des Ausgangs- 
materials lie absolut keinen Zucker erkennen, auch nicht, nach- 
dem die Saurekonzentration auf 10% gesteigert worden war. Das 
spricht wohl eindeutig dafiir, daB wir es nicht mit einem 
Glukosid zu tun haben, was auch aus dem Umstande hervor- 
geht, daf der Farbstoff im Hochvakuum sublimierbar ist, was 
bei einem Glukosid kaum zu erwarten wire. Die Verbrennungs- 
werte stimmten also auf eine Formel C,;H,,0;, welche auf Iso- 
merie mit Apigenin eindeutig hinweist. DaB von den Sauerstoff- 
atomen keines als Kristallwassersauerstoffatom zu rechnen ist, 
konnte leicht bewiesen werden, da das Produkt beim Erhitzen 
im Hochvakuum bis 130° keine Gewichtsverinderung zeigte und 
schlieBlich bei 170—190° unzersetzt sublimierbar ist. Schmeiz- 
punktsbestimmung und Verbrennungswerte stimmten an subli- 
miertem und an durch Umfillen gereinigtem Produkt vdéllig iiber- 
ein, so da ein Kristallwassergehalt oder Zersetzung bei der 
Sublimation nicht anzunehmen ist. Da8’ ein Kristallwassergehalt 
unwahrscheinlich ist, folgt daraus, daB die 10 Wasserstoffatome 
im Ring gebunden sein miissen, da eine Formulierung von (C,, 
und O, mit 8 H-Atomen nur schwer vorstellbar wire. Da der 
Farbstoff als Begleiter von Apigenin auftritt, da er ferner die 
gleiche Bruttoformel C,,H,,.0O, wie dieses besitzt, ist er mit groBer 
Wabrscheinlichkeit ebenfalls als ein Flavon anzusprechen. Dal 
er-Anthozyan nicht sein kann, folgt schon aus seinem Verhalten 
gegen Siure und Lauge. Zu denken wire noch an das Vorliegen 
eines Anthrachinonfarbstoffes, der auch durch eine gleiche Brutto- 











Der Farbstoff der gelben Dahlien 37 


formel zum Ausdruck gebracht werden kénnte. Zur Entscheidung 
dieser Frage wurde nun eine Zinkstaubdestillation versucht, die 
zu einem Destillat fiihrte, in dem auch nicht spurenweise 
Anthrazenabkémmlinge zu fassen waren. 

Die nichste Aufgabe bestand darin, die Funktion der fiinf 
Sauerstoffatome zu ermitteln. Azetylierungsversuche, die zu dieser 
Frage Stellung nehmen sollten, zeigten aber einen ganz merk- 
wirdigen Verlauf. Es gelang wohl, auf normale Weise durch Be- 
handlung mit Essigsaéureanhydrid ein schén kristallisiertes Pro- 
dukt vom Schmelzpunkt 178° zu fassen. Dieses vermeintliche 
Azetylprodukt verhielt sich aber in mehrfacher Weise auffallig. 
Sehr iiberraschend war die schlechte Ausbeute, da ja die Azety- 
lierung eine sonst iiberaus giinstig verlaufende Operation ist. Es 
gelang, aus 5 g Farbstoff nur weniger als 1 g noch unreines Re- 
aktionsprodukt zu erhalten, so daB man iiberhaupt zweifeln muBte, 
ein Azetylprodukt in Hinden zu haben. Es war nicht mdglich, 
dieses Produkt zum Ausgangsmaterial zu verseifen. Die Azetyl- 
bestimmung verlief negativ. Weiter war es merkwiirdig, da6 keine 
brauchbaren Analysenwerte zu erzielen waren, da das Produkt 
trotz eines verhiltnismaBig brauchbaren Schmelzpunktes, den es 
nach mehrfachem Umkristallisieren beibehielt, jeweils nach Um- 
kristallisieren verschiedene Verbrennungswerte ergab, aus denen 
stéchiometrische Beziehungen nicht abzuleiten waren. SchlieBlich 
wurde versucht, unter energischeren Bedingungen zu azetylieren, 
einerseits durch Ausdehnung der Azetylierungsdauer und zwei- 
tens durch Zusatz von geschmolzenem Natriumazetat. Dabei re- 
sultierte ebenfalls in nicht einmal 25%iger Ausbeute ein vollig 
neuer Kérper, der schwach gelb war und einen Zersetzungspunkt 
von 345—350° unter Gasentwicklung zeigte. Das Analysenergeb- 
nis dieses Reaktionsproduktes lieB auf ein einfach azetyliertes 
Ausgangsmaterial schlieBen. Das lag aber nicht vor, weil sich 
das Ausgangsmaterial durch Verseifen nicht zuriickgewinnen lieB. 
Auf dem Wege der Behandlung mit Essigsiureanhydrid war also 
eine Ermittlung der Sauerstoffunktion nicht méglich. An ein 
Studium dieser Reaktion war leider deswegen nicht zu denken, 
weil die damit verbundenen Materialverluste enorm waren. 

Da die Azetylierung keine Entscheidung tiber den Charakter 
der Sauerstoffatome zulieB, so wurde die Methylierung versucht. 
Als Methylierungsmittel benutzten wir Dimethylsulfat. Dabei 
muBte man mit dem Laugenzusatz vorsichtig verfahren, da die 
alkalische Reaktion in der Wirme eine Zersetzung des Farbstoffes 
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verursacht. Unter Zugrundelegung einer Formel von C,,H,,0, :iir 
das Ausgangsmaterial ergab sich der Methoxylwert 2059% OCii,. 
was auf das Vorhandensein von zwei methylierbaren Hydroxylen 
schlieBen lie’. Auch die Verbrennungswerte lieBen eindeutig auf 
ein Dimethylprodukt schlieBen. Da aber tatsichlich drei und 
nicht zwei freie Hydroxylgruppen vorhanden sind, konnte leicht 
und eindeutig durch eine ZEREwiTinorr-Bestimmung bewiesen wer- 
den. Daf das dritte Hydroxyl bei Methylierung nicht in Reaktion 
zu bringen ist, ist deswegen nicht iiberraschend, weil das kein 
singulirer Fall ist, sondern die gleiche Erscheinung begegnet uns 
bei Apigenin, bei dem ja auch von drei Hydroxylen nur zwei 


leicht methylierbar sind, ihnlich bei Skutellarein. 
Infolge der Formulierung von C,,H,,0;, der Existenz von 


drei Hydroxylgruppen, infolge des Ausbleibens der Karbony!- 
reaktionen war es zwar nicht bewiesen, doch auch nicht ausge- 
schlossen, daB wir es mit einem Flavon zu tun haben. Es schien 
uns daher der alkalische Abbau der weitere gegebene Weg, in 
die Konstitution des Farbstoffes Klarheit zu bringen; um so mehr 
als Vorversuche mit Mengen von 0°02 g erkennen lieSen, dai 
dabei verschiedene kristallisierbare Kérper zu fassen waren. Bei 
diesem Kaliabbau entstand in der Hauptsache ein saurer Bestand- 
teil und eine Reihe von phenolischen. Diese waren teils durch 
fraktionierte Vakuumsublimation, teils durch Natriumbikarbonat- 
ausschiittelung getrennt worden. 

Die Analysen der sauren Verbindung stimmten deutlich auf 
C,H,O,;. Ferrichlorid gab einen gelben, amorphen Niederschlag. 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit synthetischer p-Oxy- 
benzoesdure fiihrte zur Identifizierung dieser Verbindung. 

Bei der Aufarbeitung der phenolischen Anteile stellten sich 
aber unerwartete Schwierigkeiten ein. Es lag nimlich ein Phenol- 
gemisch vor, das der Reihe nach von 70—100° im Vakuum iiber- 
ging. Trennungsversuche durch fraktionierte Kristallisation fiihr- 
ten bei dem geringen Materialvorrat auch nicht zum Ziel. Die 
einzelnen Fraktionen zeigten keinen scharfen Schmelzpunkt, son- 
dern nur ein Schmelzintervall und lieferten stéchiometrisch nicht 
auswertbare Analysen. Durch verschiedene, hier nicht ausgefiihrte 
‘Trennungsversuche war das vorritige Material schlieBlich so weit 
zusammengeschrumpft, da8 eine Identifizierung der Phenole nicht 
mehr vorgenommen werden konnte. 

Die schlechte Ausbeute an Phenol nach dem Abbau des 
urspriinglichen’ Farbstoffes bestimmte uns, den Kaliabbau nun- 
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webr am methylierten Farbstoff vorzunehmen. Die Spaltung er- 
jolgte mit 20%iger wisseriger Kalilauge durch 8stiindiges Er- 
hitzen am Wasserbad. In diese Lésung wurde zur Absadttigung 
von Kalilauge Kohlendioxyd eingeleitet. Dabei schied sich eine 
,morphe Substanz aus, die in Ather aufgenommen wurde. Die 
Untersuchung dieses Anteiles bereitete aber infolge der Unein- 
heitlichkeit &hnliche Schwierigkeiten wie die des phenolischen 
Anteiles nach der Kalischmelze des urspriinglichen Farbstoffes. 

Unter den sauren Spaltprodukten war eine Karbonsiure in 
cuter Ausbeute zu isolieren. Léslichkeitsversuche zeigten leichte 
Lislichkeit in Ather, Alkohol, heiBem Wasser, geringe Léslichkeit 
in kaltem Wasser und Benzol. Nach Umkristallisieren aus Wasser 
und Sublimieren resultierte ein Produkt vom konstanten Schmelz- 
punkt 184°. Da nun bei der Kalischmelze des Ausgangsmaterials 
p-Oxybenzoesdure eindeutig nachgewiesen werden konnte, so war 
die Vermutung nicht unbegriindet, daB an dieser Stelle nunmehr 
deren Methylither, also die Anissiure vorliege. Schmelzpunkt, 
Methoxylbestimmung, Verbrennung und Mischschmelzpunkt brach- 
ten den schlieBlichen Beweis dafiir. 

Zusammenfassend 146t sich sagen, daB der Farbstoff der 
gelben Dahlienbliiten ein Gemenge von zwei Farbstoffen vorstellt. 
Der eine dieser beiden ist als das Apigenin aufzufassen. Fiir die 
Isolierung des zweiten Farbstoffes konnte ein Weg ausgearbeitet 
werden. Der Farbstoff kommt zuckerfrei in den Bliiten vor. Seine 
Bruttoformel betrigt C,,H,.O;. Er ist frei von Kristallwasser und 
frei von Methoxyl. Die Funktion von zwei Sauerstoffen konnte 
durch die Darstellung des entsprechenden Methylproduktes als 
eine phenolische erkannt werden. Auf Grund der Bestimmung der 
Hydroxylgruppen nach ZEREWITINOFF wurde das Vorhandensein von 
drei Hydroxylen festgelegt. Durch den Abbau des Farbstoffes 
konnte der Beweis erbracht werden, daB der Rest der p-Oxybenzoe- 
siure am Aufbau dieses Kérpers beteiligt ist. Dieser Befund 
konnte noch dadurch gestiitzt werden, daB der alkalische Abbau 
des Methylfarbstoffes zur entsprechenden methylierten p-Oxy- 
benzoesiure, zur Anissiure gefiihrt hat. Betreffend die Nomen- 
klatur sind wir der Meinung, daB es nach den bisherigen Ver- 
suchen von L. Scummp und A. Wascukavu, nach denen der eine 
Dahlienfarbstoff als ein Flavon erkannt wurde, weiters nach den 
Erfahrungen an unserem Farbstoff, ferner nach Versuchen von 
L. Scum und Korrer und L. Scum und Ruwmpet iiberfliissig ist, 
fiir diese Farbstoffe den Namen Anthochlor beizubehalten, iiber- 
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fliissig aus dem Grunde, weil sich diese Farbstoffe als Vertrete; 
von Farbstoffgruppen erweisen, deren Stammringsysteme ja seit 
langem bekannt sind. 

Diese Ergebnisse sollen jetzt schon mitgeteilt werden, da 
die Beschaffung von Pflanzenmaterial und die Aufarbeitung des. 
selben lingere Zeit in Anspruch nehmen diirfte. 


Beschreibung der Versuche. 


Isolierung des Ausgangsmaterials. 


Es gelangten rund 1300 Bliitenstinde von gelben Dahlien, 
die Skagerrak genannt werden, welche aus Wiener Gadrtnereien 
bezogen wurden, zur Verwendung. Nachdem sie von Stengeln und 
Kelchblattern befreit waren, wurden sie behufs oberflichlicher 
Trocknung auf Filtrierpapier ausgebreitet und einige Tage an der 
Luft trocknen gelassen. Die so vorgetrockneten Bliiten wurden 
in vier Glasstutzen von zirka 107 Inhalt mit Alkohol iibergossen 
und unter haufigem Umriihren eine Woche stehen gelassen. Das 
Riihren war zur ZerreiBung der Zellengewebe erforderlich, weil 
dadurch das Eindringen des Alkohols erleichtert wurde. Der 
Alkoholextrakt war gelbbraun gefirbt. Dieser wurde abgegossen 
und der dem Riickstande noch anhaftende Alkohol von den 
Bliiten abfiltriert. Diese wurden dann noch dreimal auf gleiche 
Weise mit Alkohol behandelt, wobei schlieBlich der dritte 
Extrakt nur mehr schwach gefirbt war, auch die Bliiten erschie- 
nen nur mehr schwach gelb. Um die letzten Farbstoffreste hieraus 
zu gewinnen, wurden alle Bliitenriickstinde mit 25/7 Alkohol ver- 
setzt und in einem groBen Extraktionsapparat durch fiinf Tage 
mit heiBem Alkohol extrahiert. Die nach Abfiltrieren des Alkohols 
verbliebenen Bliitenriickstinde zeigten sich nun nahezu farblos. 
Nach Abdestillieren der Hauptmenge Alkohol wurden auch die 
durch die letzte erschépfende Extraktion gewonnenen alkoho- 
lischen Farbstofflésungen mit allen tibrigen vereinigt. Das Ge- 
samtvolumen aller vereinigten Alkoholextrakte betrug etwa 10/. 
Diese wurden nun partienweise im Vakuumwasserbad bei einer 
Temperatur von 40—50° auf ein Viertel des urspriinglichen Vo- 
lumens eingeengt. Die 2%/ wurden in fiinf Chargen in einer 
Vakuumabdampfvorrichtung nach folgender Vorschrift weiter- 
verarbeitet. Die dunkle alkoholische Lésung wurde mit der drei- 
fachen Menge Wasser versetzt, wobei zundchst tiefbraune, spiiter 
gelbe Schichten von Farbstoff ausfielen. Gleichzeitig hellte sich 
die Liésung auf. Die wisserige alkoholische Lésung wurde durch 
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Abdampfen im Vakuum vom Alkohol gréBtenteils befreit, wobei 
durch Zutropfenlassen von Wasser das Volumen gleichgehalten 
wurde. Die wasserige Lésung, welche gelbbraun war, wurde von 
den ausgefallenen Farbstoffmengen durch Filtration befreit. Diese 
Rohfillungen von Farbstoff wurden im Vakuum getrocknet. Die 
Filtrate, welche noch alkoholhaltig waren, wurden auf ein klei- 
neres Volumen eingeengt. Dabei fielen noch Reste von Farbstoff 
aus, von denen wieder filtriert wurde. Diese Fraktionen wurden 
mit den ersten Fallungen vereinigt. Vor und nach der Fallung 
der alkoholischen Lisung mit Wasser benutzten wir zur Indi- 
kation auf Anwesenheit des Farbstoffes sein Verhalten gegen- 
iiber Alkalilauge. is ist n&mlich eine charakteristische Eigen- 
schaft des Farbstoffes, in alkalischen Lésungen je nach seiner 
Konzentration eine intensiv dunkelkirschrote bis in groben Ver- 
diinnungen orangegelbe Firbung zu geben. Die wasserigen Mutter- 
laugen wurden einer gesonderten Behandlung unterworfen. Der 
durch Wasserfallung erhaltene Rohfarbstoff wurde im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Seine Ausbeute betrug rund 
70g. Sie war dunkelgelb bis braun. Von diesen 70g war aber 
der gréBere Teil Apigenin neben Verunreinigungen. Das wurde 
bereits in der Arbeit von L. Scum und A. WascaKau * erwdhnt. 


Der nunmehr zu isolierende Farbstoff bildete nur den klei- 
neren Teil des Gemenges, wie sich spiter zeigte nur rund ein 
Fiinftel davon. Da weder Salzbildung noch Fallungsreaktionen 
des unbekannten Farbstoffes seine Abtrennung vom Apigenin und 
von den Begleitstoffen erméglichte, untersuchten wir die Lés- 
lichkeitsverhaltnisse des Gemenges. Es zeigte sich bei Vorver- 
suchen, daB ein Teil des Gemenges nach lingerem Durchschiitteln 
mit absolutem Ather doch in Lésung ging. Die abfiltrierte Ather- 
menge aber hinterlieB einen griingelben Riickstand, der die starke 
Laugenreaktion gab, die fiir den gesuchten gelben Dahlienfarb- 
stoff charakteristisch ist. Diese Beobachtung wurde nun zur Tren- 
nung des gelben Dahlienfarbstoffes vom Apigenin beniitzt. Die 
Farbstoffmengen der Wasserfillung wurden médglichst fein pul- 
verisiert und in Partien von je 15g in Soxhletextraktionsappara- 
ten, die %7 faBten, mit absolut trockenem Ather kalt extrahiert. 
Die Extraktion einer solchen Partie dauerte bei ganztagigem 
Arbeiten rund fiinf Wochen. Um Feuchtigkeitszutritt zu ver- 





’ Monatsh. Chem. 49, 1928, S. 83, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 
137, 1928, S. 83. 
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meiden, wurde ein Chlorkalziumrohr auf den Kiihler gesetzt. )), 
das in der Soxhlethiilse vorhandene Material allmdhlich sich zu- 
sammenballte, so wurde es von Zeit zu Zeit herausgenommen 
und immer wieder zerrieben. Die jeweils zuerst ablaufenden 
Atherextrakte waren stark griin gefirbt und wurden nach zirka 
einstiindiger Extraktion wegen der zahlreichen Begleitstoffe als 
unverwendbar entfernt. Die spater erhaltenen Extrakte waren 
auch noch sehwach griinlich. Mit der Dauer der Extraktion stei- 
gerte sich die Reinheit des Farbstoffes, bis schlieBlich ziemlich 
gelbe Partien als Atherriickstinde zu erhalten waren. Die Ather- 
extrakte wurden durch Destillation vom Ather befreit und alle 
Riickstinde vereinigt. Die atherunléslichen Riickstinde waren 
dunkelbraun, wogen zirka 54g und zeigten noch immer zwar 
schwache Rotfirbung mit Lauge. Die extrahierten gelben Farb- 
stoffmengen hatten hingegen noch griinlichen Stich und wogen 
16g. Sie wurden zur Entfernung der Verunreinigungen, welche 
die Griinfirbung bewirkten, einmal mit 1/ Ather durchgeschiittelt 
und nach dem Absetzen des Farbstoffes, was ungefihr fiinf Mi- 
nuten dauerte, davon filtriert. Die griine Atherlésung wurde ver- 
worfen. Der verbliebene, schon ziemlich reingelbe Farbstoff wog 
rund 15g. Er zeigte im Vakuumschmelzpunktsréhrchen bei 300" 
Verinderung unter Braunwerden, bei 310° beginnende Zersetzung 
mit Gasentwicklung. Zur Erzielung eines noch gréferen Rein- 
heitsgrades wurde dieses Produkt, das gegeniiber den ersten Par- 
tien schon schwerer in Alkohol léslich war, in heiBem Alkohol 
gelést, bis zur beginnenden Triibung mit warmem Wasser ver- 
setzt und abgekiihlt. Die so zuerst ausfallenden Partien waren 
rein hellgelb wie die Dahlienbliiten und hatten, nachdem die Fal- 
lungen fiinfmal wiederholt wurden, einen solchen Reinheitsgrad. 
da8 Schmelzpunktskonstanz erreicht war. Die alkoholischen Lé- 
sungen wurden im Vakuum unter Erwirmung auf 50° vom Alkoho! 
befreit, wobei durch eine Kapillare Luft durchgesaugt wurde. 
Dabei fiel der restliche Farbstoff zum gré8ten Teil aus, der aller- 
dings nicht mehr die ganz reingelbe Farbe der urspriinglichen 
Dahlienbliiten zeigte. Die im Wasser verbleibenden, geringen Farb- 
stoffreste, welche auch noch Unreinigkeiten enthielten, wurden 
der Atherextraktion unterzogen, um den restlichen Farbstoff noch 
zu gewinnen. 

Die Aufarbeitung der wisserigen Mutterlaugen, die knapp 
1g Farbstoff ergab, soll nicht weiter beschrieben werden. 

Somit hatten wir insgesamt rund 15g umgefillten Farb- 
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off aus 1300 Dahlienbliitenstaénden isoliert; das entspriche pro 
Bliitenstand einer Menge von rund 0:01—0-02 g, pro Bliite zirka 
)-0001—0-0002 g, wobei eine getrocknete Bliite von mittlerer 
GréBe rund 0-01 g wog. 


Eigenschaften. 


An dem reinen Produkt wurden Kristallisations-, Léslich- 
keitsversuche, Farb- und Fallungsreaktionen unternommen, die 
folgendes ergaben. Der Farbstoff ist leicht léslich in Methyl- und 
Athylalkohol, Azeton, Essigester, Eisessig, Pyridin, in Lauge mit 
dunkelkirschroter Farbe, in Siure mit Gelbfarbung, in Ammoniak 
mit hellroter Farbe; schwer léslich in Ather, unléslich in Wasser, 
Petrolither, Benzol. Mit Eisenchlorid gibt er Braunfairbung, bei 
Natriumkarbonatzusatz keine Verinderung; mit Bleiazetat keine 
Reaktion, mit Bromwasser gelben Niederschlag. Aus den zur Kri- 
stallisation herangezogenen Lésungsmitteln schied sich der Farb- 
stoff immer nur in kugelférmigen, mikroskopisch kleinen Gebil- 
den ihnlich wie Apigenin ab. Diese lagen oft in Aggregaten dicht 
aneinander. Das Bild unter dem Mikroskop zeigte homogenes 
Aussehen. Schmelzpunkt war nicht zu beobachten, sondern eine 
Zersetzung mit folgendem Verhalten: bis 315° keine Verdinderung, 
zwischen 315 und 324° allmihliches Braunwerden, bei 324° be- 
ginnende Zersetzung unter Gasentwicklung. Weiteres Umfallen 
aus Alkohol mit Wasser inderte dieses Verhalten nicht mehr. In 
makroskopischen Kristallen konnte der Farbstoff nur durch Subli- 
mation erhalten werden. Dies gelang am besten im Hochvakuum 
bei 0-01 mm Druck und einer Temperatur von 170—180°. Die 
Sublimation beginnt schon bei 165° und l4Bt sich ohne Zersetzung 
bis 210° steigern. Fiir die Ausbildung schéner Kristalle ist sehr 
langsame Sublimation bei 180° am giinstigsten. Es ergaben sich 
biischelartig angeordnete, hellgelbe Kristallnadeln von gleichem 
Schmelzpunktsverhalten wie oben. 


Analyse des durch Umfdllen aus Alkohol mit Wasser 
gereinigten Produktes. 
3°935 mg Substanz ergaben 9°564 mg CO,, 1°414 mg H,0. 
Ber. fiir C,,H,,O,: C 66°64, H 3°73%. 
Gef.: C 66°29, H 4°02%. 


Analyse des im Hochvakuum sublimierten Produktes. 


4°010 mg Substanz ergaben 9°799 mg CO,, 1°362 mg H,O. 
Ber. fiir C,,H,,0O,: C 66°64, H 3°73%. 
Gef.: C 66°65, H 3°80%. 
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Analyse des im Kohlensdurestrom sublimierten 
Produktes,. 

4°243 mg Substanz ergaben 10°335 mg CO,, 1-480 mg H,0. 

Ber. fiir C,,H,,0,: C 66°64, H 3-73%. 

Gef.: C 66°43, H 390%. 

Bei Priifung auf Kristallwasser bei 130° im Hochvakuum 
bei 0-02 mm Druck blieb die durch Umfillen gereinigte Substanz 
ohne Gewichtsverlust. 


Kine Methoxylbestimmung ergab kein OCH,. 


Azetylierungsversuch unter milden Bedin- 
gungen. 


Je 05 g Farbstoff wurden in 30 cm® Essigsiureanhydrid ge- 
lést und am RiickfluBkiihler zwei Stunden erhitzt. Nach Ab- 
destillieren des Essigsiureanhydrides auf ein Fiinftel der Menge 
wurde der Riickstand mit Alkohol versetzt. Das Auskristallisieren 
ging langsam vor sich, es dauerte zirka eine Woche, bis die letzten 
brauchbaren Mengen aus der Mutterlauge zu erhalten waren. Die 
verschiedenen entsprechenden Fraktionen der Kristallisation 
wurden vereinigt und neuerdings aus Alkohol umkristallisiert. 
Erst nach annaihernd zehnmaligem Unmkristallisieren war ein 
grauweibes Produkt zu erhalten, das aber noch immer den 
unscharfen Schmelzpunkt von 172—174° zeigte. Weiteres Umkri- 
stallisieren steigerte ihn schlieBlich auf 178°. Das Produkt war 
reinweif und zeigte nadelartige Kristalle. 0-1g dieses erhaltenen 
Azetylproduktes wurden in heiBem Benzol gelést und durch Pe- 
trolither ausgefallt. Es bildeten sich dabei prachtvolle, lange 
Nadeln. Der Vorgang wurde zweimal wiederholt. Das erhaltene 
Produkt zeigte auch den Schmelzpunkt von 178°. Ein Teil wurde 
in heiBem Toluol gelést. In der K4lte fiel das Produkt in schénen 
Nadeln aus. Der Schmelzpunkt des so gewonnenen Produktes lag 
wieder bei 178°. Die Mutterlauge des Toluols enthielt noch viel 
Azetylprodukt. 

Kin Sublimationsversuch des aus Alkohol umkristallisierten 
Azetylproduktes zeigte insofern sehr ungiinstige Ergebnisse, als 
das Produkt nur unter teilweiser Zersetzung fliichtig ist. Der 
Schmelzpunkt ergab nur 176°, wohl deshalb, weil die Substanz 
unter Sublimation litt. | 

Analyse des durch Azetylierungsversuch gewonnenen 


Produktes, welches 
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I. aus Alkohol umkristallisiert wurde: 
1-694 mg Substanz gaben 10-710 mg CO,, 1°840 mg H,O. 
Gef.: C 62°23, H 4°39%. 
Il. aus Benzol mit Petrolather ausgefillt wurde: 
1-398 mg Substanz gaben 10-102 mg CO,, 1°655 mg H,O 
3°695 mg . - 8°534 mg CO,, 1°335 mg H,0. 
Gef.: C 62°64, 62°99; H 4°21, 4-044. 


Verseifungsversuche. 


0-2 g umkristallisiertes Azetylprodukt wurden zuerst mit 
150 cm® 10%iger alkoholischer HCl gelést und am Wasserbad mit 
RiickfluBktihler sechs Stunden zur Verseifung gekocht. Die Lé- 
sung farbte sich hellgelb, doch zeigte der negative Ausfall der 
Laugenreaktion an, daB durch die Verseifung der urspriingliche 
Farbstoff nicht erhalten worden war. Auch nach zweitiigigem Ver- 
seifungsversuch mit 20%iger HCl zeigte sich, daB keine Versei- 
fung zum urspriinglichen Farbstoff erreicht wurde. 

Eine Mikroazetylbestimmung ergab die Abwesenheit von 
Azetylgruppen. 


Azetylierungsversuche unter verschiairften 
Bedingungen. 


Nun wurde das gesamte Azetylprodukt von rund 0°5g in 
250g Essigsiureanhydrid gelést, das mit 10g geschmolzenem 
Natriumazetat versetzt wurde. Nach vierstiindigem Kochen wurde 
die Lésung auf ein Fiinftel eingeengt, mit doppelter Menge Alko- 
hol versetzt. In der Kalte kristallisierte nach mehreren Tagen ein 
Teil des erhaltenen Produktes aus. Dieses war gelb und zeigte 
verindertes Verhalten. Sein Zersetzungspunkt lag oberhalb 335°. 
Nach 6fterem Umkristallisieren stieg dieser auf ein Intervall von 
345—350° unter Gasentwicklung und inderte sich nach weiterem 
Umkristallisieren nicht mehr. 


Analyse des unter verscharften Bedingungen azety- 
| lierten Produktes. 
4°335 mg Substanz gaben 10°400 mg CO,, 1°515 mg H,O 
4°275 mg in » 10°250 mg CO,, 1°525 mg H,0. 
Gef.: C 65°43, 65°39; H 3°91, 3°99%. 


Eine Azetylbestimmung war neuerdings negativ. 


Zinkstaubdestillation. 
0-1g durch Umfillen aus Alkohol’ mit Wasser erhaltener 
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und getrockneter Farbstoff wurde mit zehnfacher Menge Zink. 
staub gut verrieben und im Kohlensiurestrom einer Destillation 
unter langsamer Temperatursteigerung unterzogen. Hiezu wurde 
die Substanz in ein 60cm langes, schwer schmelzbares Glasrolyr 
eingefiihrt, welches auf der Eintrittsstelle des Kohlensiurestromes 
mit Glaswolle versehen war. Der getrocknete Kohlensiurestrom 
wurde langsam durchgeleitet. Behufs genauer Beobachtung des 
Destillationsproduktes wurden in das Glasrohr zwei lange, schmaile 
Glasstreifen derart eingeschoben, daB der zweite Glasstreifen quer 
auf dem anderen in T-Form lag und so das destillierte Produkt 
jederzeit nach Herausnehmen der Glasstreifen im Mikroskop be- 
trachtet werden konnte. Es zeigte sich nun, daf sich bei einer Tem- 
peratur von 200—210° ein hellgelbes Sublimat ansetzte, welches 
schéne Kristallnadeln darstellte. Schmelzpunkt und Verbrennungs- 
ergebnisse zeigten Ubereinstimmung mit unveriindertem im Hoch- 
vakuum sublimiertem Farbstoff. Bei Temperaturerhéhung bis zu 
beginnender Rotglut erfolgte Zersetzung des Farbstoffes mit Gas- 
entwicklung. Unter den Spaltprodukten waren auch nicht spuren- 
weise Anthrazenabkémmlinge zu fassen. 


Methylierung des Farbstoffes. 


Die Methylierung des Farbstoffes wurde mit Dimethy]- 
sulfat durchgefiihrt. Zunichst wurde 1g Farbstoff in méglichst 
wenig, heifSem Alkohol gelést und bei Siedehitze mit 24g Di 
methylsulfat und 1:8 g 40%iger heiBer Natronlauge versetzt und 
am Wasserbad am RiickfluBkiihler eine Stunde gekocht. Nach dem 


Erkalten wurde die Lésung mit dem dreifachen Volumen Wasser 


versetzt und zwélf Stunden stehen gelassen. Es zeigte sich ein 
Niederschlag, von dem filtriert wurde. Nach zweimaligem Um- 


kristallisieren aus Alkohol wurde ein schwach gelbes, in biischel- 


artigen Nadeln kristallisiertes Produkt erhalten. Dieses zeigte nocii 
unscharfen Schmelzpunkt von 168—170°, der nach weiterem 
fiinfmaligen Umkristallisieren auf 175%° stieg und konstant 
blieb. Insgesamt konnten von 5g Farbstoff rund 05g reines 
Methylprodukt erhalten werden. Der Methylfarbstoff ist léslich 
in Methyl- und Athylalkohol, Essigester und Azeton, etwas 
schwerer in Ather. 


3°959 mg Substanz gaben 6°170 mg AgJ 

2°601 mg ‘ * 4°050 mg AgJ. 
Ber. fiir C,,H,,O,: OCH, 20°81%. 
Gef.: OCH, 20°59, 20-57%. 
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Der Farbstoff der gelben Dahlien 


4-00 mg Substanz gaben 9-989 mg CO,, 1°774 mg H,U 
4-190 mg ” »  10°503 mg CO,, 1-870 mg H,0. 
Ber. fiir C,,H,,O,: C 68°43, H 4°73%. 
Gef.: C 68°11, 68°36; H 4°96, 4°99%. 


Hydroxylgruppenbestimmung nach ZEREWITINOFP. 


Durch wiederholtes Umfallen aus Alkohol mit Wasser ge- 
reinigtes Produkt wurde im Hochvakuum bei 0:01 mm Druck und 
einer Temperatur von 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Als Liésungsmittel fiir die magnes.-org. Verbindung und fiir die 
zu untersuchende Substanz wurde Pyridin verwendet. Zur Aus- 
fiihrung der Bestimmung der Hydroxylgruppen wurden zu nach- 
folgenden Substanzmengen jedesmal 20cm* Pyridin und 5 cm* 
CH,MgJ in der hiezu bestimmten Apparatur nach ZEREWITINOFF 
in Reaktion gebracht. 

Barometerstand 744 mm, Temperatur 23°. 
0°1343 g Substanz gaben 34°6 cm® CH,. 

Ber. fiir C,,H,.O,: OH 18°89%. 

Gef.: OH 17°27%. 

Barometerstand 744 mm, Temperatur 23°. 

)°0922 g Substanz gaben 25°5 cm*® CH,. 

Ber. fiir C,,H,,O,: OH 18°894%. 

Gef.: OH 18-41%. 


Alkalischer Abbau des Farbstoffes. 


Diese Operation wurde viermal mit je 05g Farbstoff, der 
durch Umfillen aus Alkohol gereinigt worden war, vorgenommen. 
Je 0-5 g Farbstoff wurden in eine auf 100° vorgewirmte Lésung 
von 8g Atzkali in 3cm* Wasser eingetragen, im Wasserstoff- 
strom rasch auf 220° erhitzt und durch drei Minuten auf dieser 
Temperatur gehalten. Bei zirka 200° tritt lebhaftes Aufschaumen 
und Verschwinden der Rotfirbung der Masse ein. Die Schmelze 
wurde rasch abgekiihlt, alle vier Schmelzprodukte vereinigt und 
dann mit verdiinnter Salzsiure angesiuert. Die angesiuerte 
Lésung wurde mit Ather fiinfmal ausgeschiittelt, dann mit festem 
Kochsalz bis zur Siittigung versetzt und neuerlich mit Ather er- 
schépfend ausgezogen. Der Atherauszug wurde nun mit je 3 cm* 
einer gesittigten Natriumbikarbonatlésung im Scheidetrichter 
sechsmal ausgezogen. Dieser Bikarbonatauszug wurde nun mit 
10%iger HCl angesiuert und mit Ather wieder erschépfend ex- 
trahiert. Nach Abdunsten des Athers wurde ein leicht gelb ge- 
farbter Kérper gewonnen. Dieser wurde im Vakuum bei 120° bis 
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130° sublimiert. Das kristallisierte Sublimat zeigte unscharfey 
Schmelzpunkt von 165—170°. Insgesamt wurden aus allen Kalj- 
schmelzen von zirka 5g Farbstoff rund 04g Rohprodukt an 
Saiure gewonnen. Nach zehnmaligem Umkristallisieren aus Benzo, 
verbunden mit dreimaligem Sublimieren, erhielten wir einen Kir- 
per, der schlieBlich einen Schmelzpunkt von 210° zeigte; dieser 
blieb nach wiederholtem Sublimieren und Kristallisieren konstant. 


Analyse: 
4:165 mg Substanz gaben 9°304 mg CO,, 1°520 mg H,O 
3°945 mg * m 8°820 mg CO,, 1°358 mg H,0. 
Ber. fiir C,H,O,: C 60°65, H 4°36%. 
Gef.: C 60°92, 60°97; H 4°08, 3°85%. 


Ein Mischschmelzpunkt der Abbausiure mit einer synthe- 
tisch dargestellten p-Oxybenzoesiure, die durch Umkristallisieren 
aus Benzol und Vakuumsublimation gereinigt worden war, ergal 
keine Depression. 


SchlieBlich sei eine Analyse erwihnt, welche eine Phenol- 
fraktion betrifft, die ein Schmelzpunktsintervall von 85—95° zeigte: 


4-430 mg Substanz gaben 11°120 mg CO,, 2-704 mg H,0. 
Gef.: C 68°46, H 6°83%. 


Eine zweite, die ein solches von 103—108° aufwies, gab: 


4°570 mg Substanz gaben 11°223 mg CO,, 2°655 mg H,O. 
Gef.: C 66°98, H 6°50%. 


Da die Versuche zur Identifizierung der bei dem Kaliabbau 
entstandenen Phenole zu keinem positiven Ergebnis fiihrten, so 
wird auch von einer Beschreibung derselben Abstand genommen. 


Abbau des methylierten Farbstoffes. 


Fiir den Abbau des zur Verfiigung stehenden Methylfarb- 
stoffes von 0-5 g wurden die in der Arbeit von Herzie (Ber. D. 
chem. Ges. 42, 8.156) ausgearbeiteten milden Bedingungen ge- 
wihlt. Die 0°5 g Substanz wurden mit 50 g alkoholischem Kali von 
20% durch acht Stunden auf dem Wasserbad erwirmt. Die 
Lisung wurde mit Wasser versetzt und der Alkohol abdestilliert. 
Die noch vorher zur Reinigung ausgeitherte Lésung wurde 
durch Kohlensdureeinleiten neutralisiert. Der Phenolanteil wurde 
mit Ather ausgezogen, wihrend die in Liésung gebliebene Sdure 
nach Ansiuern mit HCl durch neuerliches Ausithern gewonnen 
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wurde. Substanzmangel verhinderte die weitere Untersuchung des 
Phenols. 

Der Sadureanteil, welcher nach Ansiuern der phenolfreien 
Lisung durch Ausithern gewonnen wurde, ergab eine verhilt- 
nismabig gute Ausbeute an Rohprodukt von 0-1 g. Nach einmaliger 
Sublimation ergab sich ein unscharfer Schmelzpunkt von 167 bis 
172°, der bei weiterem fiinfmaligen Umkristallisieren aus Benzol, 
aus Wasser und darauffolgendem zweimaligen Sublimieren bis 
184° stieg und dann konstant blieb. Durch Mischschmelzpunkt mit 
synthetischer Anissiure, der keine Depression ergab, konnte die 
[dentitit des vorliegenden Kérpers erwiesen werden. Die Methoxy!]- 
bestimmung ergab: 


2°387 mg Substanz gaben 3°634 mg AgJ. 
Ber. fiir C,H,O,: OCH, 20-40%. 
Gef.: OCH, 20°11%. 


Verbrennungswerte. 


4°213 mg Substanz gaben 9°712 mg CO,, 2°056 mg H,O. 
Ber. fiir C,H,O,: C 63°13, H 5 30%. 
Gef.: C 62°87, H 5°46%. 
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Die Einwirkung von Ammoniak und Aminen 
auf die Ester ungesattigter Sauren 


I. Die Einwirkung von Ammoniak, Methylamin und 
Diathylamin auf Krotonsauredathylester 


Von 


KARL MORSCH 


Aus dem Chemischen Institut der Universitit in Innsbruck 


(Vorgelegt in der Sitzung am 21. Janner 1932) 


Ammoniak und Amine wurden unter verschiedenen Bedin- 
gungen auf ungesittigte Siuren und deren Ester einwirken lassen 
und E. Paiippr und E. GALTerR* haben die gesamte Literatur auf 
das Verhalten ungesittigter Ester gegen Ammoniak und alipha- 
tische Amine durchgesehen und das erhaltene Material geordnet. 
KE. Parieel, der bereits friiher mit seinen Mitarbeitern * auf Grund 
eigener Erfahrungen und bekanntgewordener Fille aus der Lite- 
ratur Regeln aufgestellt hat, nach denen sich die Einwirkung voll- 
zieht, hat in der erstgenannten Arbeit den EinfluB verschiedener 
Faktoren untersucht, jedoch feststellen miissen, daB bei der Dis- 
kussion des Materials, das ihm aus der Literatur zur Verfiigung 
stand und durch eigene Versuche erweitert wurde, der Umstand 
erschwerend wirkt, daB die verschiedenen Reaktionsbedingungen. 
unter denen die Versuche angestellt wurden, die konstitutiven 
Einfliisse, die vor allem den Theoretiker interessieren, verschleiern. 

Es lag daher nahe, zu untersuchen, welchen EinfluB die 
verschiedenen Reaktionsbedingungen haben; auch ist es notwen- 
dig, die Einwirkung von Ammoniak und Aminen auf die Ester 
ungesdttigter Saiuren unter méglichst gleichen Reaktionsbedin- 
gungen zu studieren, denn nur so diirfte es méglich sein, auf die 
Frage konstitutiver Einfliisse einzugehen und daraus priparativen 
Nutzen zu ziehen. 

Aus diesen Erwigungen heraus wurde eine systematische 
Untersuchung der Einwirkung von Ammoniak und Aminen auf 
Ester ungesattigter Siuren in Angriff genommen. In dieser Mit- 





1 E. Puivipp! und E. GALTer, Monatsh. Chem. 57, 1929, S. 253, bzw. 


Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 138, 129, S. 1. 
* E. Paper und E. Spenner, Monatsh. Chem. 36, 1915, S. 97, bzw. 


Sitzb, Ak. Wiss. Wien (IIb) 125, 1915, S. 97. 
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teilung wird tiber die Einwirkung von Ammoniak, Methylamin 
und Diéthylamin, welch letztere als Beispiele primirer und sekun- 
direr Amine gewahlt wurden, auf Krotonsiureithylester berichtet. 

Die Einwirkung von Ammoniak und den genannten Aminen 
auf Krotonester wurde sowohl bei Zimmer- als auch bei erhéhter 
Temperatur, nach kurzer oder langer Reaktionsdauer, in alko- 
holischer Lésung und ohne Lésungsmittel untersucht und dadurch 
der EinfluB von Temperatur, Zeit und Lésungsmittel auf die Re- 
aktion festgestellt. Hiedurch konnte die Einwirkung von Am- 
moniak und den Aminen auch untereinander verglichen werden. 

Da weitere Untersuchungen von Ammoniak und Aminen 
auf die Ester ungesdttigter Siuren, wie Akrylsduremethylester 
und Zimtsiuredithylester im Gange sind, soll iiber allgemeine Er- 
fahrungen und Regeln erst im Anschlusse daran berichtet werden: 
was jedoch die Einwirkung von Ammoniak, Methylamin und 
Diithylamin auf Krotonsiureithylester betrifft, sei folgendes zu- 
sammengefaBt: 

Bei Ammoniak gehen Anlagerung und Amidierung der 
Estergruppe nebeneinander vor sich, doch verliuft die erstere 
Reaktion bedeutend schneller. Als Anlagerungsprodukt tritt auBer 
dem f£-Amino-buttersiure-ithylester der £§’-Imino-dibutterséure- 
diithylester auf. Die Bildung des ersteren Esters scheint sowohl 
direkt als auch iiber den £f’-Iminodiester* zu gehen, jedoch ist 
letzterer nicht nur als Zwischenprodukt, sondern auch als End- 
produkt anzusehen, so da schlieBlich zwischen den beiden Estern 
ein Gleichgewicht besteht. 6-Amino-buttersiure-amid findet sich 
anfanglich nur wenig im Reaktionsprodukte und nimmt nach lan- 
gerer Einwirkungsdauer langsam an Menge zu. Krotonsiureamid 
konnte nur in Spuren — bei den Versuchen mit fliissigem Am- 
moniak — festgestellt werden. Die Versuche wurden in absolut- 
alkoholischer Lésung bei Zimmertemperatur und mit fliissigem 
Ammoniak bei Zimmertemperatur und bei erhéhter Temperatur 
vorgenommen. 

Auch bei Methylamin gehen Anlagerung und Amidierung 
nebeneinander vor sich, erstere verliuft ebenfalls schneller und 
es kann je nach dem Uberschusse von Methylamin und der Dauer 
der Einwirkung £-Methylamino-buttersiure-aithylester als Haupt- 
produkt und £-Methylamino-buttersiure-methylamid als Neben- 
produkt erhalten werden oder umgekehrt. Krotonsiure-methyl- 
amid wurde nicht isoliert, auch nicht ein dem £f’-Imino-dibutter- 


* H. Scnerer, Ber. D. ch. G. 45, 1912, S. 2278. 
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siure-diithylester entsprechender £f’-Methylimino-dibuttersiure- 
diithylester. Die Versuche mit Methylamin wurden in absolut- 
alkoholischer Lisung bei Zimmertemperatur oder ohne Lésungs- 
mittel in der Wirme gemacht. : 

Anders ist der Reaktionsverlauf bei Diithylamin. In alko- 
holischer Lésung bildet sich in der Kilte und in der Wirme der 
$-Diithylamino-buttersiure-ithylester; desgleichen tritt Anlage- 
rung an die Doppelbindung ein, wenn man Krotonester mit Di- 
ithylamin ohne Lésungsmittel bei Zimmertemperatur reagieren 
laBt. Erhitzt man Krotonester mit Diithylamin ohne Lésungs- 
mittel, so wird die Estergruppe amidiert und es entsteht als 
Hauptprodukt Krotonsaiure-diithylamid. 

Am schnellsten wirkt Methylamin auf Krotonsiureithylester 
ein; langsam geht die Reaktion bei Ammoniak und bei Diiathy]- 


amin vor sich. 


Die Einwirkung von Ammoniak auf Kroton- 
siuredthylester. 


Uber die Einwirkung von Ammoniak auf Krotonsiure und 
deren Ester liegen mehrere Angaben vor. So wurde durch Er- 
hitzen der Siure mit wisserigem Ammoniak auf 130—140" 
wihrend 6—24 Stunden als Hauptprodukt $-Aminobuttersdure 
und durch Veresterung der Diathylester der £f’-Iminodibutter- 
siure als Nebenprodukt gewonnen*. Die gleichen Reaktions- 
produkte bekamen R. Stirmer und E. Ropert® durch Belichtung 
einer Liésung von Krotonsiure in wisserigem Ammoniak an der 
Quarzlampe bei 40—50° wihrend 3—4 Tagen. 

E. Paiiprt und E. Spenner ° erhielten durch siebenstiindiges 
Erhitzen von Krotonsiureithylester mit absolut-alkoholischem 
Ammoniak auf 105—110° 75% £-Aminobuttersiureithylester und 
E, Parierr und E. GALter‘ durch Stehenlassen von Krotonsaure- 
ithylester mit fliissigem Ammoniak bei Zimmertemperatur wah- 
rend 100 Stunden 55% £-Aminobuttersiureithylester. 





‘ Ausfiihrliche Literaturangaben siehe E. Puitirp1 und E. GALrer, 
Monatsh. Chem. 51, 1929, S, 255, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 138, 1929, 8. 3. 
5 R, Stormer und E. Ropert, Ber. D. ch. G. 55, 1922, S. 1038. 

6 E. Pawippr und E. Spenner, Monatsh. Chem, 36, 1915, S. 103, bzw. 


Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 724, 1915, S. 103. 
7 B. Pair: und E. GALter, Monatsh. Chem. 5/7, 1929, S. 261, bzw. 


Sitzb. Ak, Wiss. Wien (IIb) 138, 1929, S. 9. 











aiure- 
sOlut- 
ngs- 


alko- 
P der 
lage- 
S Di- 
eren 
ngs - 
» als 


ster 
hyl- 


O N- 


ind 
Er- 
4()’ 
ure 
er- 
ns- 
ng 
ler 





Einwirkung von Ammoniak und Aminen auf Ester I 53 


Wiihrend bei all diesen Versuchen Anlagerung an die Dop- 
pelbindung eintrat, konnte A. MartHe® zeigen, dab beim Uber- 
ieiten von Krotonsdiuredthylester und Ammoniak iiber Al,O, oder 
ThO, bei 490—500° die Estergruppe verseift wird und sich als 
einziges Reaktionsprodukt das Nitril der Krotonsdure bildet. 


Die bisherigen Versuche, Ammoniak an die Doppelbindung 
der Krotonsdéure oder deren Ester anzulagern, wurden also ent- 
weder unter Druck vorgenommen oder, wenn ohne Druck, so unter 
Belichtung mit der Quarziampe. Durch verschiedene Versuche 
wurde nun festgestellt, daBS die Anlagerung von Ammoniak an 
Krotonsiureithylester schon durch bloBes Stehenlassen einer L6- 
sung des Esters in absolut-alkoholischem Ammoniak vor sich geht. 


Da bei der Einwirkung von Ammoniak auf Krotonsidure- 
ithylester nur der 6-Aminobuttersdiureathylester als Anlagerungs- 
produkt erhalten wurde, wurde die Untersuchung auf etwaige an- 
dere Reaktionsprodukte ausgedehnt, ob sich auch — in Analogie 
zur Einwirkung von Ammoniak auf Krotonsiure — dabei der 
66’-Imino-dibuttersiure-diithylester bildet und ob _ vielleicht 
auBer der Anlagerung an die Doppelbindung auch Amidierung 
eintritt. 

Bei allen Versuchen -— sowohl bei der Einwirkung von 
fliissigem Ammoniak bei Zimmer- und bei erhéhter Temperatur 
als auch beim Stehenlassen des Esters mit absolutalkoholischem 
Ammoniak in der Kilte — wurde als Nebenprodukt der ££’-Imino- 
dibuttersiure-diaithylester in guter Ausbeute gewonnen. Ferner 
konnte in beiden Versuchsreihen aufer der Anlagerung auch 
Amidierung festgestellt werden, wenn auch diese nur langsam 
vor sich geht. So wurde aus dem Reaktionsprodukte #-Amino- 
buttersiureamid isoliert oder bei Versuchen von kiirzerer Dauer 
als Platindoppelsalz nachgewiesen. Bei der Einwirkung von fliis- 
sigem Ammoniak auf Krotonsiureithylester wurde auSerdem 
Krotonséureamid in sehr geringer Menge erhalten. 


Bei den Versuchen mit fliissigem Ammoniak wurde als Neben- 
reaktion eine Spaltung des Estermolekiils beobachtet. Bei a-Amino- 
sduren erhielten H. WiELAnD und F. Bercet® durch Autoxydation 
Aldehyd bzw. Siure, Kohlendioxyd und Ammoniak nach folgen- 
den Gleichungen: 





8 A. MaiLHe, Bull. soc. chim. (4) 27, S. 226—229; Chem. Centr. 1920, 
(I), S. 85. 
* H. Wiecanp und F. Bercer, Liebigs Ann. 439, 1924, S. 199. 
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; Oz 
I. R.CH(NH,).COOH ? R&.C-H-+ 00, +-NH,. 


0 
II. R.CH(NH,).COOH __, R.COOH + CO, -+-NH,. 


F. Ficater und H. Lasnarpr* bekamen durch Erhitzen von 
Krotonsiure mit Chlorkalziumammoniak auf 230° wiihrend 8 bis 
10 Stunden 2-Methyl-5-ithylpyridin, das sich aus Aldehydammo- 
niak bei héherer Temperatur bildet, und erkliren diese Reaktion 
durch intermediire Spaltung der Krotonsiure in Azetaldehyd und 
Essigsiure. Beim Erhitzen von Dimethylakrylsiure mit Chlor- 
kalziumammoniak auf dieselbe Temperatur erhielten sie symme- 
trisches Trimethylpyridin, wobei als Zwischenprodukt Azeton und 
Essigsiure angenommen wird. Essigsiure als zweites Spaltpro- 
dukt wurde jedoch nicht isoliert. 


CH, .CH = CH.COOH ——- CH, .CHO ++ CH, .COOH. 
CH, 

»>¢= CH.COoH __. CH, .CO.CH, + CH, .COOH. 
CH, 


Bei der Einwirkung von fliissigem Ammoniak auf Kroton- 
sdureaithylester wurden in geringer Menge Aldehydammoniak und 
oxamidsaures Ammonium gefunden. Die Bildung dieser Produkte 
148t den SchluB zu, daB der Ester durch Ammoniak unter Mit- 
wirkung des Luftsauerstoffes (und der Feuchtigkeit) an der Doppel- 
bindung gespalten wird, wobei als Spaltprodukte Aldehydammo- 
niak und oxamidsaures Ammonium entstehen. Aldehydammoniak 
ist das von F. Ficuter und H. Lapyarpr angenommene Zwischen- 
produkt bei der Aldehydkollidinbildung aus Krotonséiure durch 
Erhitzen mit Ammoniak. 


VERSUCHE. 


A. Einwirkung von Ammoniak auf Krotonsdureathylester in ab- 
solut-alkoholischer Lésung. 

















Unver- 8-Amino- | §§’-Iminodi- . re 

Versuchs- | snderter | buttersiiure-| buttersiure- |, &Amino- | Destilla. 
, dauer  |Krotonester| dthylester | didthylester |PUtersdure-| tionsriick- 
in Tagen in % in % in % amid in % |stand in % 

5 zirka 25 41 14°5 | _ 2 

17 i 55 31°5 | + 4 

17 BAe) 53 | 30°0 | 4 5 

33 -— 50 | 24-0 | 6 | 7 














10 F, Fichter und H. Lapaarpt, Ber. D. ch. G. 42, 1909, S. 4714. 
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Die Ausbeuten sind auf die Theorie des angewandten Kroton- 
siureithylesters bezogen. 

Zu den Versuchen wurden 20 g Krotonsiuredthylester in 
100 cm® bei Zimmertemperatur gesittigtem, absolut-alkoholischem 
\mmoniak gelést und bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Die 
Hauptmenge Alkohol wurde bei gewéhnlichem Drucke abdestil- 
liert, dann der unverinderte Krotonester + £-Aminobuttersaure- 
ithylester durch Vakuumdestillation vom £f’-[mino-dibuttersaure- 
diithylester getrennt. Etwa unverinderter Krotonsiuredthylester 
wurde vom £-Aminobuttersiureithylester durch Ausschiitteln mit 
Ather aus salzsaurer Lisung geschieden, die Lésung hierauf mit 
Ammoniak unter Kiihlung alkalisch gemacht, der 6-Aminobutter- 
siureithylester ausgeithert und die Aitherische Lésung itiber ent- 
wiissertem Natriumsulfat getrocknet. Da der 6-Aminobuttersaure- 
iithylester mit Wasser mischbar ist, ist oftmaliges Ausschiitteln 
mit Ather notwendig. 

Zur Erklirung der Verluste sei bemerkt, da’ beim Abdestil- 
lieren des Alkohols stets geringe Mengen von Krotonester mit- 
verissen werden und auch der 6-Aminobutterithylester infolge sei- 
ner leichten Verseifbarkeit nicht zur Ginze mit Ather extrahier- 
har ist. 

Der £-Aminobuttersiureithylester geht bei 10 mm Druck 
bei 61—62° tiber. E. Fiscner und G. Roper * fanden Kp..,.., 59 bis 
60°, G. Srapnikow ” Kp.,, 63—65°, E. Pamper: und E. Spenner ** 
Kp.,, 60—61° und E. Pumirrr und E. Gatter * Kp.,, 64—65°. 


4-136 mg Substanz gaben 0°400 cm? N (17°, 713 mm). 

Ber. fiir C,H,,O,N: N 10°68%. 

Gef.: N 10°68%. 

Der ££’-Imino-dibuttersiure-diithylester geht bei 10 mm 
Druck bei 138—141° iiber. G. Stapnixow ™* gibt als Kp.,, 150 bis 
150°5° an. 
5°530 mg Substanz gaben 0°298 cm* N (16°, 715 mm). 

Ber. fiir C,,H,,0,N: N 5°71%. 

Gef.: N 5°99%. 

Aus der £#’-Imino-dibuttersaiure-diithylester-Fraktion kristal- 
lisierten bei Versuchen von linger dauernder Einwirkung des ab- 





11 EF. Fiscuer und G. Roper, Ber. D. ch. G. 34, 1901, 8. 3756. 

12 G, Srapnikow, Chem. Centr. 1909 (II), S. 1988. 

13 E. Parippr und E. Spenner, Monatsh. Chem. 36, 1915, S. 104, bzw. 
Sitzb. Ak Wiss. Wien (IIb) 124, 1915, S. 104. 

144 E. Pawipri und E. GaLter, Monatsh. Chem. 51, 1929, S. 261, bzw. 
Sitzb. Ak. Wiss. Wien (II b) 138, 1929, 8. 9. 
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solut-alkoholischen Ammoniaks auf Krotonsiureithylester Krj- 
stallnadelbiischel neben einem Kristallkuchen aus. Diese wurden 
abgesaugt, mit absolutem Ather gewaschen und im Vakuum iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet. Die Substanz schmolz triib bei 71° 


und wurde bei 79° klar. kee 


Analyse der Kristallnadeln : 


4758 mg Substanz gaben 1°165 cm* N (16°, 703 mm). 


Ber. fiir C,H,,ON,: N 27°44%. 
Gef.: N 26°75%. 


Mit Kupfersulfat und Kalilauge gab die Substanz intensive 
violette Biuretreaktion, die auf das Vorhandensein einer Amino- 
amido-, Amino-imido- oder Imino-amido-Gruppe im Molekiil hin- 
weist *. Somit handelt es sich um ein verunreinigtes $6-Amino- 
buttersiureamid, was durch die Uberfiihrung in das Platindoppel- 


salz bestitigt wurde. 


5°948 mg Substanz gaben 0°503 cm* N (21°, 712 mm). 
Ber. fiir (C,H,,ON,),.H,PtCl,: N 9°12%. 
Gef.: N 9°20%. 


B. Einwirkung von fliissigem Ammoniak auf Krotonsduredthylester. 


Folgende Zusammenstellung gibt itiber die Reaktionsprodukte 
Aufschlu8. Die Ausbeuten wurden auf die Gewichtsmenge des 


Endproduktes bezogen. 


Auf ein Volumen Krotonsiureithylester wurde ein halbes 
Volumen fliissiges Ammoniak im Bombenrohr einwirken lassen. 


Die Aufarbeitung erfolgte in verschiedener Weise. Bei den 
Versuchen 1a, 16, 2a, 26, 5, 6 und 7 wurde das Reaktionspro- 
dukt mit der gleichen Menge Wasser versetzt und daraus der 
unverinderte Krotonester und die beiden Aminoester mit Ather 
extrahiert. Die wisserige Liésung wurde im Vakuumexsikkator 
tiber Schwefelsiure eingedunstet. Die Riickstiinde von den Ver- 
suchen bei Zimmertemperatur wurden weiteruntersucht. 


} Dem Atherextrakt wurden die basischen Ester mit verdiinn- 
ter Salzsiure entzogen, die salzsaure Lésung mit Kalilauge oder 
konz. Ammoniak unter Kiihlung alkalisch gemacht, die Basen mit 
Ather ausgeschiittelt, die atherische Liésung iiber entwissertem 
Natriumsulfat getrocknet und der £-Amino-buttersiure-aithylester 





15 H. Scuirr, Liebigs Ann. 299, 1898, S. 236. 
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durch Vakuumdestillation vom ££’-Imino-dibuttersdure-diithyl- 
ester getrennt. 



























































i g ae 2 = 25 2 a 
9 33.1688 [888 |$825 
3 Temperatur Dauer aes E 28 i 4 2 >. : sf a Anmerkung 
3 S“8 |ESekirss este 
z 2s¢ (fee cheeelsssee 
’ | 
Zimmer- 50 a1: : | 
14 | temperatur |Stunden SL | 31°0 | 17-0 | mt 
50 
16 ” Stunden| ~— | 24°0) | ps 
F Zimmer- 100 ; ; “ 
2a temperatur |Stunden| ~~ 59°0 | 26°5 6% Dest.-Riickstand 
100 
26 ” Stunden| ~ | 14°5 
2¢ Staten) — | 7070 | 23-4} — | 6% Dest.-Riickstand 
, Zimmer- ' 29. . 6% Dest.-Riickstand 
3. temperatur 0 Tage) — 7 62"0 | 2t°0 at 5% Aminoamid 
Zimmer- f OR. 11% Dest.-Riickstand 
4. temperatur 60 Tage| — | 44°0 | 25°0 aks 18% Aminoamid 
5. 100° en} — | 88°5 | 22°5 | 30°5 | 84% Dest.-Riickstand 
6. 135° ge en| — | 8:0 | 9:0| 70-0 |18% Dest.-Riickstand 
- 13 Ather- : 
4. 155° Stunden| ~——| auszug 5% 86°0 ge: 








Bei den Versuchen 2c und 3 konnten die Reaktionsprodukte, 
da unverinderter Krotonester nicht vorhanden war, sogleich durch 
Destillation im Vakuum geschieden werden; $£-Amino-buttersdure- 
amid ging gemeinsam mit dem £f’-Imino-dibuttersdure-didthyl- 
ester iiber und erstarrte teils im Kiihlrohre, teils im Destillate 
nach einigem Stehen. 


Bei dem Versuch 4 wurde das Reaktionsprodukt, um das 
6-Aminobuttersiureamid in reinem Zustande zu erhalten, zuerst 
mit der achtfachen Menge absoluten Athers versetzt, in dem eine 
syrupése Fliissigkeit ungelést blieb. Aus der dtherischen Liésung 
kristallisierten beim Abkiihlen auf + 2° £-Aminobuttersiureamid 
in feinen, farblosen Biischeln aus. Die itherische Lésung wird 
dekantiert und der Ather abdestilliert. Die weitere Aufarbeitung 
geschah wie bei den Versuchen 2c und 3. 
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Untersuchung der Substanzen, die aus wisse- 
riger Lésung mit Ather nicht ausgeschitte|; 
werden konnten. 


Die im Vakuum iiber Schwefelsdure eingedunstete wisserize 
Lésung wurde in absolutem Alkohol geliést und mit absolutem 
Ather versetzt. Es fiel eine breiige Masse aus, die sich nur mehr 
wenig in absolutem Alkohol liste. In Methylalkohol aufgenommen 
und abermals mit absolutem Ather gefillt, wurde die Masse fest. 
Sie bestand aus farblosen Nadeln und Drusen, reagierte schwach 
sauer gegen Lackmus und schmolz bei 189—190° unter Auf- 
schiumen. 


5°098 mg Substanz gaben 0°620 cm* N (20°, 713 mm). 


Ber. fiir C,H,O.N: N 13°59%. 
Gef.: N 13°294%. 


Kigenschaften und Analyse stimmen auf $-Amino-butter- 
siure, fiir die H. Wemet und E. Rorrnner’**® den Schmelzpunkt 
184°, G. Strapnikow** 185—187° und E. Fiscner und R. Gron * 
188—189° (193—194°, korr.) fanden. 


Nach dem Verdunsten des Alkohol-Ather-Gemisches bleibt 
ein zihfliissiges Ol zuriick, das mit Kupfersulfatlésung und Kali- 
lauge Violettfarbung, mit Nickelsulfatlésung und Kalilauge Gelb- 
firbung gibt. Aus dem Ol wurde — nach dem Reiben der Gefib- 
winde — eine kleine Menge eines gelben Platinsalzes erhalten. 
das, aus Wasser umkristallisiert, den Schmelzpunkt 213° unter 
Zersetzung hat. Nach der Analyse und dem Schmelzpunkte ist es 
das Chloroplatinat des £-Aminobuttersiureamids. 


5°213 mg Substanz gaben 0°424 cm* N (19°, 721 mm) 
6°180 mg ‘s 5 0°495 cm? N (13°, 719 mm) 
5°540 mg m hinterlieBen 1°765 mg Pt. 


Ber. fiir (C,H,,ON,),.H,PtCl,: N 9°12, Pt 31-78%. 
Gef.: N 9-02, 9-04, Pt 31-86%. 


Beim Eindampfen des dtherunléslichen Sirups auf dem 
Wasserbade setzen sich an den Wandungen des Becherglases farb- 
lose Blattchen ab, die auch durch Sublimation im Vakuum er- 
halten werden. Sie schmelzen bei 159°. 





16H, Weipex und E. Roiraner, Monatsh. Chem. 17, 1896, 8. 186, bzw. 
Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 105, 1896, S. 186. 


 G. Strapnikow, Chem. Centr. 1909, (II), S. 1988. 
18 E. Fischer und R. Grou, Liebigs Ann. 383, 1911, S. 367. 
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;-760 mg Substanz gaben 0°696 cm* N (17°, 710 mm). 

Ber. fir C,H,ON: N 16-47%. 

Gef.: N 16°08%. 

Somit bildete sich in Spuren Krotonsiureamid. R. SroRMER 
und H.Stockmann”® stellten Krotonsiureamid durch EingieBen einer 
vekiihlten 4therischen Lésung von Krotonsiurechlorid in verfliis- 
sigtes Ammoniak dar und erhielten es als farblose Nadeln vom 
Schmelzpunkte 159°5—160° nach Umkristallisieren aus Azeton. 
R. Stormer und E. Ropert *° beobachteten anlaiBlich der Darstel- 
lung von £-Aminobuttersdure durch Belichtung einer Lésung von 
Krotonsiure in konz. Ammoniak beim Eindampfen der Fliissig- 
keit im Vakuum ein kristallinisches Sublimat, das aus Kroton- 
siureamid vom Schmelzpunkte 159° bestand. 


B-Aminobuttersiureamid. 


Die beim Versuch 4 aus der itherischen Lésung durch Ab- 
kiihlen erhaltenen Nadelbiischel wurden mit absolutem Ather ge- 
waschen und im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Die 
Substanz schmilzt bei 73—74°5° und gibt intensive Biuretreaktion. 
3°424 mg Substanz gaben 0°872 cm* N (24°, 709 mm). 

Ber. fiir C,H,,ON,: N 27°44%. 

Gef.: N 27°31%. 

Das £-Aminobuttersiureamid ist hygroskopisch. Zur Dar- 
stellung des Chloroplatinates wurde es in Alkohol gelést und mit 
Platinchloridchlorwasserstoffsiure versetzt. Es fiallt sofort ein ei- 
velber, kristallinischer Niederschlag heraus, der aus wenig heifem 
Wasser umkristallisiert wurde. Aus dem Filtrate kann durch Hin- 
zugabe von Alkohol, in dem das Platinsalz schwer ldslich ist, 
weiteres Salz gewonnen werden. Der Schmelzpunkt liegt, je nach 
der Art des Erhitzens, bei 213—-214°5° unter Zersetzung. 


L. BALBIANO * erhielt das 6-Aminobuttersiureamid durch Er- 
hitzen von £-Chlorbuttersiureester mit dem neunfachen Volumen 
konzentrierten weingeistigen Ammoniaks wihrend zweier Tage auf 
70—80° im geschlossenen GefiBe in 10—12%iger Ausbeute als 
gelbe, gelatinése Masse, die auch nach lingerer Zeit nicht kristal- 
lisierte. Er stellte hievon in alkoholischer Lisung das Chloro- 
platinat in orangefarbenen Tafeln dar, die in Alkohol nur wenig 





19 R. SToRMER und H. Srockmann, Ber. D. ch. G. 47, 1914, 8. 1789-—1790. 
70 R. StorMeR und E. Ropert, Ber. D. ch. G. 55, 1922, S. 1038. 
21 L. BALBIAno, Ber. D. ch. G. 13, 1880, S. 312. 
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léslich und in Ather unlislich sind. Aus dem Platinsalz setzte er 
mit Kalilauge die Base wieder in Freiheit, die sich als syrupise 
Fliissigkeit abschied. H. Scnermier und J. MaGasanik * wieder. 
holten die Darstellung mit optisch-aktivem Material und erhielten 
ein vollig inaktives Produkt. W. Sremxorr und A. Wotrrau* 
fiihrten ebenfalls den 6-Chlorbutterséiuredthylester in das 6-Amino- 
buttersiureamid iiber und charakterisierten es in der Form seines 
Chloroplatinates, das sie aus Wasser-Alkohol in hellgelben Nadeln 
erhielten. 


Leichte Verseifbarkeit des B-Amino-butter. 
siure-dathylesters. 


Der £-Amino-buttersiure-aithylester schied beim Aufbewahren 
einen Kristallkuchen ab, der abgesaugt und mit absolutem Ather 
gewaschen wurde. Auch das Filtrat war nicht mehr vollstandig 
in Ather léslich. Der Aitherunliésliche Riickstand war sirupés und 
begann nach einiger Zeit auszukristallisieren; die Kristalle wur- 
den ebenfalls abgesaugt und mit absolutem Ather gewaschen. 
Beide Kristallisationsfraktionen wurden vereinigt, in wenig war- 
mem Methylalkohol gelést und die Lésung mit absolutem Alkoho! 
versetzt. Es kristallisieren daraus farblose Nadeln vom Zerset- 
zungspunkte 189—190° aus, die sich als £-Aminobuttersiure er- 
wiesen. 


4°332 mg Substanz gaben 0°536 cm® N (22°, 719 mm). 
Ber. fiir C,H,U,N: N 13°59%. 
Gef.: N 13°55%. 


£-Aminobuttersiure ist in kaltem und warmem Azeton. 
Chloroform und Benzol schwer ldéslich. 


Der £-Amino-buttersiure-ithylester hatte somit, obwohl er 
in 4therischer Lésung mit entwiissertem Natriumsulfat getrocknet 
wurde, noch Wasser zuriickgehalten, wodurch er bei bloBem Stehen- 
lassen teilweise verseift wurde. Die Verseifung des Esters beim 
Aufbewahren blieb daher bei jenen Versuchen aus, bei denen dic 
Aufarbeitung ohne Wasser erfolgte. 


Auch die bei der Aufarbeitung des Endproduktes erhaltene 
8-Aminobuttersiure ist als solche nicht im Reaktionsprodukt« 





*2 H. ScHEIBLER und J. Macasanik, Ber. D. ch. G. 48, 1915, S. 1812. 
23 W. Stremnkopr und A. Woxrram, Liebigs Ann. 430, 1923, S. 141. 
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epthalten, sondern entsteht erst beim Versetzen desselben mit 
Wasser durch Verseifung. 

E. Fiscuer und H. Scuemier* stellten £-Aminobuttersaiure 
durch vierstiindiges Kochen des Athylesters mit der zehnfachen 
Menge Wasser am RiickfluBkiihler und Eindampfen der wasserigen 
Lésung dar. Ein Versuch zeigte, dab der Ester bereits beim Ein- 
dampfen mit der dreifachen Menge Wasser auf dem Wasserbade 
vollstindig verseift wird und die Saéure fast ganz rein zuriick- 


bleibt. 


Nebenreaktion. 


An den Wandungen des Bombenrohres bleibt bei allen Ver- 
suchen bei Zimmertemperatur eine farblose, zumeist aber rétlich 
gefirbte Kristallmasse zuriick; diese wird mit Alkohol und Ather 
gewaschen und hat den Schmelzpunkt 226—227° unter Zer- 


setzung. 


4°118 mg Substanz gaben 3°545 mg CO,, 2°053 mg H,O 
5°058 mg es »  1°151 cm? N (19°, 719 mm). 
Ber. fiir oxamidsaures Ammonium C,H,0,N, : C 22°63, H 5°70, N 26-41%. 
Ber. fiir Oxamidséure C,H,O,N: C 26°96, H 3°40, N 15°73 
Gef.: C 23°48, H 5°58, N 25°17%. 


% . 


Analyse und Schmelzpunkt weisen auf oxamidsaures Ammo- 
nium hin, das durch freie Séiure verunreinigt ist. 


F. Kutrscoer und M. Scuenck”® fanden fiir oxamidsaures 
Ammonium den Schmelzpunkt 226° unter Zersetzung. Fiir Oxamid- 
siure geben H. v. PecnMann und K. Weusare * Fp. = 210° (u. Z.), 
DE Paouini ** den Zersetzungspunkt 214° an. 


Um das zweite Spaltprodukt zu gewinnen, wurde die Re- 
aktionsmasse zuerst bei gewéhnlichem Drucke destilliert, wobei 
bei einer Badtemperatur von 105—120° einige Tropfen iibergehen, 
die im Kiihlrohre zu farblosen Rhomben erstarren, die sich an 
der Luft briunen und sich als Aldehydammoniak erweisen. Nach 
den Angaben im Beilstein ** liegt der Schmelzpunkt von Aldehyd- 
ammoniak bei 70—80° und der Siedepunkt bei 100°; es kristalli- 
siert in Rhomben, die in Wasser leicht léslich sind. 


*4 E. FiscHer und H. Scuersier, Liebigs Ann. 383, 1911, 8. 341. 

25 F, KutscHer und M. Scuenok, Ber. D. ch. G. 37, 1904, S. 2928. 

26 F. vy. PecuMANN und K. Wensara, Ber. D. ch. G. 21, 1888, 8. 2990. 
27 J. pE Pao.int, Chem. Centr. 1927, (1), 8. 2993. 

*8 Beilstein, 3. A., 1893, (1), S. 917. 
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Die Einwirkung von Methylamin auf Krot»». 
siureathylester. 


H. ScHeLer und J. Macasanik * erhielten £-Methylamiiio- 
buttersdure-methylester durch Einwirkung einer 10% igen alkono- 
lischen Methylaminlésung auf $-Chlorbuttersiure wihrend achi 
Tagen bei 35° oder durch zweistiindiges Erhitzen im Rohr be; 
100° und nachfolgende Veresterung. Die Ausbeute der aus dem 
Ester gewonnenen Siure betrug 20% der Theorie. R. Brecxkpor “’ 
stellte £-Methylamino-buttersiure-ithylester aus $-Methylamino- 
butyro-nitril, das er nach dem Verfahren von Bruy.ants * durch 
EKinwirkung von wisseriger Methylaminlisung auf Vinylazeto- 
nitril bekam, iiber das Chlorhydrat der Siure in ungefihr 50%iger 
Ausbeute dar. E. Paitipri und E. Garter * erhitzten Krotonsiure- 
aithylester mit 5 Mol wasserfreiem Methylamin acht Stunden auf 
65° und erhielten in geringer Menge $-Methylamino-buttersiure-athy|- 
ester und als Hauptprodukt $-Methylamino-buttersiure-methylamid. 

Bringt man Krotonsiureithylester mit Methylamin in ab- 
solut-alkoholischer Lésung zusammen und léBt sie einige Tage 
bei Zimmertemperatur stehen, so bilden sich, je nach dem Uber- 
schusse von Methylamin und der Einwirkungsdauer, 6-Methy!- 
amino-buttersiure-aithylester als Hauptprodukt neben wenig £-Me- 
thylamino-buttersiure-methylamid oder umgekehrt. Desgleichen 
entsteht durch achtstiindiges Erhitzen von Krotonester mit einem 
geringen Uberschusse von fliissigem Methylamin auf 65° £-Methy!- 
amino-buttersiure-aithylester in guter Ausbeute. 

Ein £8’-Methylimino-dibuttersiure-diithylester, den man in 
Analogie zur Einwirkung von Ammoniak auf Krotonsiureithylester 
erwarten kénnte, konnte nicht isoliert werden; auch entstand 
derselbe nicht durch Stehenlassen Aiquimolekularer Mengen von 
Krotonester und £-Methylamino-buttersiure-aithylester bei Zimmer. 
temperatur wihrend dreier Wochen, wihrend H. ScHErBLer ** beim 
Aufbewahren iquimolekularer Mengen von Krotonester und 


£-Amino-buttersiure-methylester £’-Imino-dibuttersiure-dimethy]- 


ester erhielt. 





29 H. ScHEIBLER und J. MaGasanik, Ber. D. ch. G. 48, 1915, S. 1813. 
30 R. BRECKPOT, Bull. soc. chim. Belgique 32, 1923, S. 412, Chem. Centr. 


1924, (I), S. 1671. 


31 P, BRuyLAnts, Bull. soc. chim. Belgique 32, 1923, S. 256; Chem. 


Centr. 1924, (1), 8S. 1669. 


32. Pamippt und E. GaLter, Monatsh. Chem. 57, 1929, S. 261, bzw. 


Sitzb. Ak. Wiss. Wien (II b) 138, 1929, S. 9. 
33 H. Scuermpcer, Ber. D. ch. G. 45, 1912, S. 2295. 
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VERSUCHE. 


4. Einwirkung von Methylamin auf Krotonsaureathylester in ab- 
solut-alkoholischer Lésung. 


Wendet man auf 10 g Krotonséuredthylester 10 g Methyl- 
smin in 100 cm*® absolutem Alkohol (auf 1 Mol Ester 36 Mol 
Methylamin) an, so erhalt man folgende Resultate: 





: , 
8-Methylamino- s-Methylamino- | 











| 
| 


Paria ms og buttersiure- | buttersiureme- | Anmerkung 
in Lag ithylesterin % | thylamid in % | 
3 | 47°0 36 | 4% Dest.-Riickstand 
4 54-0 | 38 | 4% 
5 ee. See 48 | 4% 


Die Ausbeuten bei diesen und den folgenden Versuchen sind 
auf die Theorie des angewandten Krotonesters bezogen. 


LaiBt man auf 1 Mol Krotonester nur 1:1 Mol Methylamin, 
z. B. auf 30 g Ester 9°2 g Methylamin, in 100 cm* absolutem Alko- 
hol einwirken, so bekommt man nach sechs Tagen 89% §-Methyl- 
amino-buttersiure-iithylester und 3% $-Methylamino-buttersdure- 
methylamid. 


Die Hauptmenge Alkohol wurde bei gewéhnlichem Drucke 
abdestilliert. Die Lésung firbt sich gelbbraun. Der unveranderte 
Krotonester + $-Methylamino-buttersiure-aithylester wird durch 
Vakuumdestillation vom £-Methylamino-buttersiure-methylamid 
vetrennt. Nicht umgesetzter Ester wurde vom #-Methylamino- 
buttersiure-ester durch Ausschiitteln mit Ather aus salzsaurer 
Lésung geschieden, die Lésung hierauf mit Ammoniak unter 
Kiihlung alkalisch gemacht, der Methylamino-ester ausgeidthert 
und die atherische Lésung iiber entwissertem Natriumsulfat ge- 
trocknet. 


Der £-Methylamino-buttersiure-ithylester siedet bei 10 mm 
Druck bei 64—66° (Brecxport *° fand Kp.,,.; 72°), ist farblos, misci- 
bar mit Wasser, Alkohol, Ather, Chloroform, Tetrachlorkohlen- 
stoff, Azeton, Benzol, Petrolither und Ligroin. 


5°089 mg Substanz gaben 0-444 cm* N (17°, 713 mm). 


Ber. fiir C,H,,O,.N: N 9°65%. 
Gef.: N 9°64%. 
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Das £-Methylamino-buttersiure-methylamid geht bei 10 sy, 
Druck bei 134—136° tiber (E. Pamirri und E. Garter ™* geben 
Kp.;, 146° an; offenbar liegt hier ein Druckfehler vor und so]! 
es Kp.,, 146° heiBen). Es ist ein farbloses bis schwach gelblich 
gefirbtes, schweres Ol, mischbar mit Wasser, Alkohol, Chloro- 
form, Tetrachlorkohlenstoff, Azeton und Benzol, schwer léslich in 
Petrolither und Ligroin. Frisch destilliert mischt es sich mit ab- 
solutem Ather, ist aber nach einiger Zeit in Ather schwer léslich. 


3°109 mg Substanz gaben 0°612 cm* N (18°, 712 mm). 


Ber. fiir C,H,,ON,: N 21°53%. 
Gef.: N 21°63%. 


B. Einwirkung von fliissigem Methylamin auf Krotonsaureathy]- 
ester. 


1 Mol Krotonsdéureaithylester wurde mit 1:1 Mol wasserfreiem 
Methylamin acht Stunden auf 65° erhitzt. Aus dem Reaktions- 
produkte konnten neben wenig unverindertem Ester 865% f-Me- 
thylamino-buttersiure-ithylester und 7% $-Methylamino-butter- 
siure-methylamid isoliert werden. 


Folgendes Beispiel zeigt, daB eine geringe Anderung der Ver- 
suchsbedingungen zu ganz anderen Mengen der Reaktionspro- 
dukte fiihrt: 

E. Puiiprr und E. Garter erhielten, wie bereits oben an- 
gegeben, durch achtstiindiges Erhitzen des Krotonesters mit 5 Mol 
wasserfreiem Methylamin auf 65° £$-Methylamino-buttersdure- 
ithylester als geringen Vorlauf und als Hauptfraktion #-Methy!- 
‘ amino-buttersiure-methylamid. Bei Wiederholung dieses Ver- 
suches nach ebendenselben Angaben — das Bombenrohr wurde 
nach dem Erhitzen abgekiihlt und geéffnet — wurden aus dem 
Reaktionsprodukte 57% Ester und 40% Methylamid der £-Methy]. 
amino-buttersiure gewonnen. Der Unterschied in den Ausbeuten 
wird vielleicht dadurch zu erkliren sein, daS E. Pamir: und 
KE. GALTER das Bombenrohr nach dem achtstiindigen Erhitzen iiber 
Nacht ausktihlen lieSen und es erst am nichsten Tag 6ffneten in 
der Annahme, daf in Analogie zur Einwirkung von Ammoniak 
auf Krotonester die Reaktion bei Zimmertemperatur sehr lang- 
sam verlaufe und daher das Stehenlassen bei Zimmertemperatur 
keine nennenswerte Anderung der Ausbeuten bewirke. 





34 EK. Paivipp! und E. GaLter, Monatsh. Chem. 517, 1929, S. 261, bzw. 
Sitzb. Ak. Wiss. Wien (II b) 138, 1929, S. 9. 
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Aus dem §-Methylamino-buttersiure-ithylester kristallisier- 
ten nach langerem Stehen feine farblose Nadeln vom Schmelzpunkte 
g6° aus, die sich als £-Methylamino-buttersiure mit 1 H.O er- 
weisen, ein Beweis fiir die leichte Verseifbarkeit auch des Methyl- 
aminoesters. 

6-137 mg Substanz gaben 0°574 cm* N (18°, 710 mm). 

Ber. fiir C,H,,O,N.H,O: N 10°37%. 

Gef.: N 10-25%. 

&°867 mg Substanz verloren nach dreitigigem Trocknen im Vakuum iiber 

Phosphorphentoxyd 1°172 mg an Gewicht. 

Ber. fiir C,H,,0,N.H,O: H,O 13-33%. 

Gef.: H,O 13-22%. 


B-Methylamino-buttersdure. 


H. ScHerBLer und J. Magasanik * erhielten £-Methylamino- 
huttersiure durch vierundzwanzigstiindiges Erhitzen von Kroton- 
siure mit 25%iger wisseriger Methylaminlésung auf 140° in 
27%iger Ausbeute oder durch vierstiindiges Kochen von #-Methy!l- 
amino-buttersiure-ithylester mit der zehnfachen Menge Wasser 
zunichst als Sirup; nach Behandeln mit Methylalkohol und Hin- 
zufiigen von warmem Athylalkohol kristallisierte die Saiure nach 
24stiindigem Stehen im Kiihlschranke aus. Die Ausbeute an Sdure 
betrug 20% der Theorie. Analyse und Beschreibung jedoch fehlen. 

Zur Darstellung der Siure wurde der £-Methylamino-butter- 
sdure-aithylester mit der dreifachen Menge Wasser am Wasserbade 
eingedampft und iiber Nacht auskristallisieren lassen. Die Kri- 
stalle wurden in absolutem Alkohol gelést, mit absolutem 
Ather gefallt und aus Chloroform umkristallisiert. Ausbeute nahe- 
zu quantitativ. 

Die Sadure kristallisiert mit 1 Mol H,O in farblosen Nadeln, 
die bei 86—87° schmelzen; sie ist leicht léslich in Methyl- und 
Athylalkohol, schwer léslich in Ather und Azeton, 

Nach eintégigem Trocknen iiber Phosphorpentoxyd verliert 
die Saiure das Kristallwasser und schmilzt dann bei 141—142°. 


8°976 mg Substanz verloren 1°186 mg an Gewicht. 

Ber. fiir C,H,,0,N.H,O: H,O 13-33%. 

Gef.: H,O 13-21%. 

Analyse der im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrock- 
neten Substanz: 





35 H. ScHEIBLER und J. MAGASANIK, Ber. D. ch. G. 48, 1915, 8. 1812 
und 1813. 


Monatshefte fiir Chemie, Band 60 5 
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4°561 mg Substanz gaben 0°502 cm* N (22°, 715 mm). 
Ber. fiir C,H,,O,N: N 11°96%. 
Gef.: N 11°98%. 


Die Einwirkung von Diadthylamin auf Kroton- 


siureaithylester. 


Wahrend B. FLtrscuem ** bereits nach einstiindigem Kochei 
von Akrylsiureester mit einem Uberschusse von Diithylamii 


£-Diaithylaminopropionsidureester in quantitativer Ausbeute erhie|t. 
geht die Anlagerung von Diaéthylamin an Krotonsduredthylester 


_ sowohl ohne Lisungsmittel bei Zimmertemperatur als auch in alb- 
solut-alkoholischer Lésung bei Zimmertemperatur und durch Er- 
hitzen am RiickfluBkiihler langsam vor sich. 


Wird Krotonsdureaithylester mit Diithylamin ohne Lésungs- 
mittel lingere Zeit auf 200° erhitzt, so tritt Amidierung der Ester- 
gruppe ein und es bildet sich als Hauptprodukt Krotonsdure- 
diithylamid; £$-Diithylamino-butterséiure-athylester konnte aus 
dem Endprodukte nicht isoliert werden. 


A. Einwirkung von Diathylamin auf Krotonsaureathylester in ab- 
solut-alkoholischer Lésung. 


a) Bei Zimmertemperatur. 


Wendet man auf 8 g Krotonester 15 g Diaithylamin in 50 cm’ 
absolutem Alkohol (auf 1 Mol Ester 3 Mol Diathylamin) an, so 
erhalt man nach 8 Tagen 11% und nach 20 Tagen 25% £-Diathy!- 
amino-buttersiure-ithylester, berechnet auf die Theorie des an- 
gewandten Krotonesters. 

La6t man auf 95 g Ester 25 g Diithylamin in 50 cm® abso- 
lutem Alkohol 30 Tage bei Zimmertemperatur einwirken (auf 
1 Mol Ester 4 Mol Diithylamin), so werden 45% 6-Diaithylamino- 
buttersdure-dthylester gewonnen. 


Bei der Aufarbeitung wurde die Hauptmenge Alkohol und 
Diithylamin bei gewéhnlichem Druck abdestilliert und der unver- 
ainderte Krotonester entweder durch Vakuumdestillation oder 
durch Ausschiitteln aus salzsaurer Liésung vom £-Diithylamino- 
buttersiure-athylester getrennt. 


Der £-Diathylamino-buttersiure-aithylester geht bei 10 mm 
Druck bei 83—84° iiber. 





36 B. FivrscHem, J. prakt. Chem. 68, 1903, S. 350. 
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:- 402 mg Substanz gaben 0°312 cm* N (18°, 713 mm). 
Ber. fiir C,,H,,O,N: N 7°48%. 
Gef.: N 7°46%. 


b) Beierhéhter Temperatur. 


Wird Krotonester mit 4 Mol Diaéthylamin in absolut-alkoho- 
lischer Lésung, z. B. 10 g Ester + 25 g Diaithylamin in 100 cm’ 
Alkohol, zehn Stunden am RiickfluBkiihler erhitzt, so werden nach 
obiger Aufarbeitung 15—20% Diathylaminoester erhalten. 

2-359 mg Substanz gaben 0-162 cm* N (19°, 722 mm). 

Ber. fiir C,,H,,O.N: N 7°48%. 

Gef.: N 7°63%. 


B. Einwirkung von Diathylamin auf Krotonsdureathylester ohne 
Lésungsmittel. 


Beim Stehenlassen von Krotonester mit 4 Mol Diathylamin 
bei Zimmertemperatur wihrend siebzehn Tagen bildet sich 6-Di- 
iithylamino-butterséure-ithylester in sehr geringer Menge. 

Wird Krotonsiureithylester mit Diaithylamin langere Zeit 
auf 200° erhitzt, so enthilt das Endprodukt basische Produkte, 
die bei 11 mm Druck von 94—120° iiberdestillieren. 

In folgender Tabelle sind die angewandten Mengen Kroton- 
siuredithylester und Diithylamin und die erhaltenen Mengen der 
Reaktionsprodukte zusammengestellt. 























Angewandte Mengen | Erhaltene Mengen 
—___|Versuchs- ee _ 
eile Se dauer in unv. | | Dest.- 
—— ‘ prt ag | Mol Stunden | Kroton- | Basen ing| Riick- 
J , Y | | ester in g | stand in g 
| | | 
1 2 | A445 20 13 | 106 | 0-8 
10 15-0. | 1:2°8 2 6|| 0-15 | 108 | 1-1 
10 25-0 1: 4-00 oe et en ae 
| | | | 











Die Hauptmenge der Basen (etwa 75%) siedet bei 11 mm 
Druck bei 96—104°. Durch dreifache fraktionierte Destillation 
wurde eine Fliissigkeit vom Kp.,, 100—102° gewonnen, dessen 
Analyse auf Krotonsiurediithylamid hinweist. 


5°528 mg Substanz gaben 16°384 mg CO, und 6°212 mg H,O 


2°237 mg ie i 0°203 mg N (21°, 715 mm) 
2-004 mg + »  0°184 mg N (24°, 718 mm). 


Ber. fiir C,H,,ON: C 68°02, H 10°71, N 993%. 
Gef.: C 68°45, H 10°65, N 9-91, 9-97%,. 


5* 


68 K, Morsch 


Krotonséure-diithylamid ist farblos, farbt sich aber naci 
einigem Stehen gelb; es list sich leicht in Wasser, Alkohol, Ather. 
Petrolither, Ligroin und Chloroform. 


Die héher siedenden Destillate haben einen gréBeren N-Ge- 
halt; wegen der geringen Menge konnten sie nicht fraktioniert 
und ein einheitliches Produkt nicht isoliert werden. 


6-Diithylamino-buttersidure. 


Vierstiindiges Kochen des 6-Diithylamino-buttersaure-athy]- 
esters mit der dreiBigfachen Menge Wasser am RiickfluBkiihler. 
Eindampfen der Lésung und Trocknen des Riickstandes im Va- 
kuum tiber Phosphorpentoxyd lieferte ein gelblich gefirbtes Pro- 
dukt, das an der Luft sofort erweichte. 


Wurde der Ester mit der hundertfachen Menge Wasser, in 
der er sich lést, auf dem Wasserbade eingedampft und der Riick- 
stand im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet, so erhilt 
man eine farblose Masse. Diese wurde in absolutem Alkohol ge- 
lést und die Lésung mit absolutem Ather versetzt. Die erste 
Fallung besteht aus Kristallen und einer gelatinésen Masse. Die 
Alkohol-Ather-Lisung wurde dekantiert. Aus dieser setzen sich 
an den Wandungen farblose Kristalldrusen vom Schmelzpunkte 
725—745° ab, deren Analyse einen fiir 6-Diaithylamino-butter- 
siure stimmenden N-Wert ergab. 
5°717 mg Substanz gaben 0°466 cm* N (21°, 703 mm). 


Ber. fiir C,H,,O,N: N 8°80. 
Gef.: N 8°75%. 





Es ist mir eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle der 
Dr.-Alexander-Wacker-Gesellschaft fiir elektrochemische Industrie, 
G. m. b. H., Miinchen, und insbesondere Herrn Dr. F. Kaur Ler 
fiir die giitige Uberlassung von Krotonsiureiithylester bestens zu 
danken. 
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Studien zur Biochemie der Leuchtbakterien 
|. Der Einflu&8 von Na- und K-Chlorid und Bromid 


auf die Lichtentwicklung von Photobacillus radians 


Von 


FRANZ FUHRMANN 


Aus dem Biochemischen Institut der Technischen Hochschule in Graz 
(Mit 21 Textfiguren und 1 Tafel) 


(Vorgelegt in der Sitzung am 21. Jainner 1932) 


Die zahlreichen, aus verschiedenen Meeren stammenden 
Leuchtbakterien sind durchwegs ,,halophil“‘, was infolge des hohen 
Salzgehaltes des Meerwassers als des natiirlichen Standortes dieser 
Mikroben auch zu erwarten ist. Allerdings stellt das Meerwasser 
keineswegs eine Fliissigkeit stets gleichbleibender quantitativer 
Zusammensetzung vor, wenn auch die anorganischen Bestandteile 
desselben gleich sind. Wie groB diese Schwankungen in den Men- 
genverhiltnissen der Salze sind, zeigt die folgende Zusammen- 
stellung der Grenzwerte in Grammen nach Konig’, auf 1/ Meer- 


wasser berechnet: 


NaCl 5°15 — 29°54 CaSO, 0°28 — 5:59 
MgCl, 0°65 — 4°88 MgSO, 0°35 — 2°46 
NaBr Spur— 0°56 CaCO, 0°00 — 0°37 
MgBr, 0°00— 0-03 MgCO, Spur — 0°21 


K,SO, 0-00— 1°81 

Im Zuge der Versuche iiber das Licht und die Leuchtfahig- 

keit von Mikroorganismen erschien es wertvoll und notwendig, die 
Wirkungsweise jener Salze in den Kulturen messend zu verfolgen, 
die sich entweder im natiirlichen Standort, dem Meerwasser, vor- 
finden oder letztere in der Wirkungsweise ersetzen kénnen, wenn 
die vielfach angenommene Vertretbarkeit dieser Verbindungen 
untereinander tatsichlich zu Recht besteht. Dies bezieht sich in 
erster Linie auf die Chloride, Bromide und Sulfate der Alkali- 
metalle Natrium und Kalium, des Erdalkalimetalls Kalzium und 
des Magnesiums und in zweiter Linie auf die Nitrate dieser Ele- 
mente. Der vorliegenden ersten Mitteilung seien die Befunde mit 
den Chloriden und Bromiden des Na und K zugrunde gelegt, wie 





1 J. Konig, Die Chemie der Nahrungs- und Genufmittel 2, 8. 1369. 
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sie unter Verwendung der von mir isolierten Nordseeleuchtbakter\: 


»Photobacillus radians‘ erhalten worden sind. 


Photobacillus radians Fuhrmann. 


Diese Leuchtbakterienart konnte ich oftmals von Nordsec. 
fischen des Grazer Marktes reinziichten, wobei ich ihnlich wie 
seinerzeit Mo.iscu? verfuhr. Vom Schwanzstiicke eines Schell- 
fisches schneidet man parallel zur Oberfliche etwa 5 cm im Geviert 
messende und zirka 2cm dicke flache Scheiben ab, die mit der 
Haut nach oben in eine Kochsche Kulturschale gelegt werden, in 


die 1cm hoch folgende Lésung gegossen wird: 


Meersalz 3°09 
Pepton 0-59 
Glyzerin 1°0g 
Wasser 100°0 cm 


Dieselbe wurde in einer solchen Menge eingefiillt, daB die 


Fischteile bis zur Hilfte vorragten. Die so beschickten Schalen 
wurden im Dunklen bei 15° C gehalten. Schon nach zehn Stunden 
zeigten die vorragenden Fischteile zahlreiche intensiv: blaugriin 
leuchtende Punkte, wihrend die gesamte Fliissigkeitsoberfliche 
ebenfalls Licht ausstrahlte. Von der Fischoberfliche wurden nun 
mit Hilfe des KocnscHen Plattenverfahrens Reinkulturen angelegt. 
Dazu diente ,,Fischgelatine’, deren Grundlage Fischfleischwasser 
bildete, wie es spiter fiir die Anlage der Leuchtkulturen beschrie- 
ben ist. 


Fischfleischwasser 200°0 cm? 


Leitungswasser 100°0 cm? 
Pepton sicc. Witte 1°59 
Meersalz 90g 
Glyzerin 3°0 cm? 
Gelatine 30 g 


Mit NaOH wurde die Reaktion stets auf p, = 7— 7:1 ein- 
gestellt. 

Fiir die Weiterzucht verwendete ich ,,Fischagar‘‘, dessen 
Zusammensetzung mit jener der Fischgelatine iibereinstimmt, nur 
tritt an Stelle der Gelatine 2% Agar. Die ,,Fischbouillon“ wird 
unter Weglassung: von Agar bzw. Gelatine hergestellt. 

Auf der Gelatineplatte bildet Photobacillus radians bei Zim- 
mertemperatur runde, milchweife, bei schriger Beleuchtung wie 
Tautropfen funkelnde, méBig dicke Auflagerungen mit allmiahlich 
ansteigender Mitte. Die Oberfliche der Kolonien erscheint fein 





* H. Mo.iscu, Leuchtende Pflanzen, 2. Aufl., Fischer, Jena 1912. 
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strukturiert, der Umfang scharf begrenzt, wie es Fig. 2 der Tafel 
zeigt, wo eine 36stiindige Oberflachenkolonie bei 30facher Ver- 
vréBerung abgebildet ist. Die Gelatine wird nicht verfliissigt. Die 
\olonien lassen sich, ohne fadenziehend zu sein, leicht mit der 
Nadel abimpfen. 

Die Gelatinestrichkultur zeigt nach 24stiindigem Wachstum 
bei 18° C lings des Impfstriches eine zarte, weiBliche und stark 
durchscheinende Auflagerung, die eine wenig wellige, aber scharfe 
Kontur aufweist. Die Oberfliche erscheint fein strukturiert und 
feuchtglinzend. Die Auflagerung leuchtet in griinlichblauem Lichte 
so intensiv, daB das Leuchten schon in zerstreutem Tageslicht 


bemerkbar wird. 

In der Gelatinestichkultur tritt langs des ganzen Impfstiches 
Wachstum ein, wihrend um den Einstich eine zarte, scharf be- 
grenzte, diinne Auflagerung entsteht. Nur die oberen Partien, bis 
etwa 5mm in die Tiefe, leuchten. 

Eine 24stiindige, bei 18° C angewachsene Agarstrichkultur, 
weist lings des Impfstriches eine zirka 1-5 mm breite, mabig er- 
habene, aber stark feuchtglinzende Auflagerung auf, die schwach 
milehweiB und durchscheinend ist. Das Kondenswasser des Agar- 
réhrchens zeigt eine allgemeine Triibung und keine Kahmhaut. 
Die Belige lassen sich sehr leicht abimpfen und mangels jedes 
Fadenziehens miihelos in Fliissigkeiten gleichmaBig verteilen. 


Bei der Zucht dieser Bakterienart in ,,Fischbouillon“ ent- 
steht bei 18° C nach 24 Stunden eine allgemeine Triibung ohne 
Kahmhautbildung. Spiiter setzt sich ein weiblicher Bodensatz in 
geringer Menge ab. 

Im hdngenden Tropfen untersucht, zeigen die Zellen von 
Photobacillus radians eine Eigenbewegung, die unter lebhafter 
Drehung und férmlichem Uberpurzeln vor sich geht. Dabei ist die 
Fortbewegung langsam und oft stockend. Die Formen der Zellen 
sind in ein und derselben Kultur verschieden und werden auch 
von der Art des verwendeten Nihrsubstrates wesentlich beein- 
fluBjt. Um die Unterschiede der osmotischen Verhiltnisse zwischen 
der Kultur und dem Aufschwemmungsmittel bei der Beobachtung 
so gering als méglich zu gestalten, diente als solches eine sterile 
25%ige NaCl-Lisung oder Fischbouillon. 


Die auf schrig erstarrtem Fischagar bei 18° C in 24 Stunden 
gewachsenen Bakterien waren, im hdngenden Tropfen beobachtet, 
wie oben angegeben, beweglich und zeigten verschiedene Formen 
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von kurzen, plumpen, an den Enden abgerundeten Stibchen bjs 
zu verbreiterten und spindelig ausgewachsenen Gestalten. Fig. | 
der Tafel stellt ein Photogramm vom Rande eines solchen hiin- 
genden Tropfens vor, der mit verdiinnter Jodlésung behandelt war. 
Man sieht hier alle Ubergiinge von den Kurz- zu den Langformen. 
Dieselbe Vielférmigkeit zeigen auch die mit Methylenblau oder 
Karbolfuchsin gefirbten Ausstrichprdparate, die in den Fig. 3 und 
4 der Tafel wiedergegeben sind. Jedenfalls sind diese Formen als 
normal zu betrachten und gehéren in den Entwicklungskreis des 
Photobacillus radians. Ich méchte an dieser Stelle besonders dar- 
auf hinweisen, daB ich Ahnliches bereits im Jahre 1906 an anderen 
Bakterienarten beobachtete und dariiber auf der 78. Versammlung 
deutscher Naturforscher und Arzte in Stuttgart und in Publika- 
tionen * berichtete, ohne daB spiter bei der Neubearbeitung der 
Entwicklungskreise von Bakterien von anderer Seite davon Notiz 
genommen worden wire. Sowohl in den gefirbten als auch unge- 
farbten Priparaten erscheinen die Zellen selten homogen, sondern 
enthalten verschiedene lichtbrechende und fiirbbare Granula, die 
sich auch Jodlésungen gegeniiber abweichend verhalten. 


Dies gilt in erster Linie fiir zarte Firbungen mit wisseriger 
Methylenblaulésung, wodurch diese Inhaltskérper besonders deut- 
lich zur Ansicht gelangen. 


Auch die Kolonien auf der Gelatineplatte sind durchaus nicht 
von formgleichen Bakterienzellen aufgebaut, sondern enthalten 
ebenfalls verschiedengestaltige Mikroben, wenn auch hier die Viel- 
férmigkeit weniger ausgeprigt ist. Fig. 5 der Tafel gibt einen 
guten Einblick in die Formenverhiltnisse einer 72stiindigen Kolonie 
auf neutraler Gelatine. Der mit Methylenblau gefirbte Abklatsch 
zeigt im allgemeinen schlankere, an den Enden leicht verjiingte 
Stibchen, die vielfach an Schraubenformen anklingen, was be- 
sonders fiir die im Teilungsstadium befindlichen verlingerten 
Zellen zutrifft. Vergleicht man damit die Formen der Fig. 4 der 
Tafel, so fallt dieser allgemeine Unterschied besonders auf. Es wird 
dadurch die vielfach bestitigte Annahme, da8 auf oder in beson- 
ders feuchten oder fliissigkeitsreichen Nihrsubstraten die kurzen, 
in wasserarmeren und ziheren Medien, wie Gelatine, die lingeren 
und schlankeren Formen ‘ntstehen, neuerdings bestitigt. 





8 F. FusrmMann, Entwicklungszyklen von Bakterien. Die Umschau, 
10. Jahrgang, 47,.1906; derselbe: Entwicklungszyklen bei Bakterien, Beihefte 
zum Botan. Zentralblatt 23, 1907, Abt. 1. 
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Besonders verdickte und spindelig verlingerte Staibchen 
zeigen noch die Fig. 6, 7 und 8 der Tafel, wo neben Kurzstabchen 
in verschiedenen Ubergingen zu Langstibchen auch auffallend 
vergréBerte Gestalten zu sehen sind. In Fig. 9 der Tafel sind 
“ormen nach Methylenblaufiirbung sehr stark vergréSert gezeich- 
net wiedergegeben, die Teilungsstadien von Photobacillus radians 
und besondere Umformungen im Zuge der Entwicklung betret- 
fen. Neben fast kugeligen Entwicklungsstadien finden sich stab- 
chenartige Oidien und stark verlingerte und verdickte Formen 
mit gut definierten Innenstrukturen. Darauf soll hier aber nicht 
niher eingegangen werden. 

Photobacillus radians ist sonach ein lichterzeugendes Stdb- 
chenbakterium mit wenig lebhafter Eigenbewegung, das Gelatine 
nicht verfliissigt. Diese Bakterienart vermag sich auch fakultativ 
anaerob zu entwickeln, leuchtet aber nur bei Zutritt des Luft- 
sauerstoffes. 

Photobacillus radians hat sein Wachstums- und Leuchtopti- 
mum zwischen 15 und 18° C, wihrend dafiir das Maximum bei 
zirka 28° und das Minimum bei etwa 6° C liegt. 

_ Diese Bakterienart zeigt die beste Entwicklung und das 
stirkste Leuchten bei einer Reaktion des Nihrsubstrates ent- 
sprechend p, = 7:1—7-4, wobei aber auch noch andere Faktoren, 
wie insbesondere die Temperatur, die Zusammensetzung des Nahr- 
hodens und der Salzgehalt, mitspielen. 


Versuchstechnik. 


Es lag nahe, fiir die einzelnen Versuchsreihen eine Nahr- 
lésung konstanter, einheitlicher und einfacher Zusammensetzung 
zu verwenden. In dieser Hinsicht bieten die Leuchtbakterien der 
Nordsee aber Schwierigkeiten, da es bislang nicht gelungen ist, 
dieselben auf Lésungen bekannter einfacher Stickstoffverbindungen 
zur Kntwicklung zu bringen. BeweErinck * reiht diese Bakterien in 
die Gruppe der ,,Peptonmikroben‘ und ,,Peptonkohlenstoffmikro- 
ben“ ein, was besagt, daB sie zur Erhaltung ihres Lebens als 
Stickstoffquelle peptonisierte Eiweiistoffe und peptonartige Niahr- 
stoffe unbedingt benétigen, im letzteren Fall dazu noch besondere 
Kohlenstoffquellen. Jedenfalls darf nach den Erfahrungen Be!- 
JERINCKS Pepton im N&hrmedium niemals fehlen. Damit ist aber 


4M. W. BeweErinck, Die Leuchtbakterien der Nordsee im August und 
September. Folia Microbiologica, Delft, 4. Jahrgang, 1916. 
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schon die Unméglichkeit gegeben, eine tatsichlich einheitlic). 
und chemisch wohldefinierte Nihrlésung fiir diese Photoba':- 
terien, zu denen auch Photobacillus radians gehért, herzustellen, 
Es muBten Fischfleischabkochungen herangezogen werden, die iy 
besonderem Ma8e jene noch unbekannten N-Verbindungen eyt- 
halten, die fiir die Ernihrung der Leuchtmikroben besonders 
niitzlich sind. Es sei bereits hier erwihnt, da’ aussichtsreiche 
Versuche im Gange sind, diese im Fischfleisch besonders reich- 
lichen Verbindungen in wirksamer Form isoliert zu erhalten, iiber 
die in einer spiteren Mitteilung besonders berichtet werden soll. 


Da Leuchtbakterien sehr leicht von Seefischstiicken zu iso- 
lieren sind, wurde das Seefischfleisch als Ausgangsmaterial fiir 
die Né&hrlésungen verwendet. 


Um sowohl das Wachstum als auch die Leuchtstdrke in den 
einzelnen Versuchsreihen messend verfolgen zu kénnen, wurden 
stets ,,Fliissigkeitskulturen“ verwendet, fiir die als Ausgangs- 
material eine ,,Stammbouillon“ folgender Herstellung und Zusam- 
setzung diente: 

Zur Bereitung des Fleischwassers wurde 1 kg von Haut und 
Eingeweiden befreites Seefischfleisch mit 1/7 dest. Wasser zwei 
Stunden lang im Dampftopf gekocht, erkalten gelassen und dann 
durch ein Seihtuch filtriert. Die Stammbouillon bestand in einer 
Lésung von 2% Pepton in dem oben geschilderten Fleischwasser, 
die mit NaOH auf den p,-Wert 7—7:1 gebracht, dann mit Eiklar 
geklart, filtriert und in Erlenmeyer-Kolben in Portionen von je 
100 cm*® steril aufbewahrt wurde, um fiir alle Versuche die gleiche 
Stammlésung zur Verfiigung zu haben. Fiir die einzelnen Kulturen 
wurde diese Stammbouillon mit den entsprechenden Zusdtzen 
derart versehen, da eine in allen Versuchsreihen gleiche N&hr- 
mittelkonzentration bei gleichzeitiger Variation der zugesetzten 
Salzmenge erreicht wird. 


Die verwendeten Salze wurden auf ihre chemische Reinheit 
nach den iiblichen Methoden gepriift und davon zweifach normale 
Lésungen in destilliertem Wasser hergestellt. 


Die Bestimmung der Leuchtstérke der einzelnen Kulturen 
nach gewissen Wachstumszeiten bei der Temperatur von 16° C 
geschah mit Hilfe der Schwérzung einer hochempfindlichen photo- 
graphischen Platte, wobei in bezug auf die Belichtung solche 
Zeiten gewihlt wurden, daB die Schwérzung in den geraden Ast 
der Schwédrzungskurve fiel. Ich beniitzte zur Belichtung einen 
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\,parat, der die gleichzeitige Aufnahme von sechs Kulturréhrchen 
stattet. Derselbe ist in Fig. 1 mit ausgezogenem Schieber und 


spzgenommener VerschluBwand wiedergegeben. Er besteht im 


wesentlichen aus einem Holzklotz mit sechs nebeneinanderliegen- 
den Bohrungen zur Aufnahme der Kulturréhrchen und ebenso 





vielen darauf senkrechten Léchern, die in der Abbildung schwarz 
zu sehen sind. Auf letztere wird die photographische Platte mit 
der Schicht den Réhrchen zugekehrt aufgelegt und durch ein 
samtbekleidetes Brettchen mit dariibergespannter Feder licht- 





J i“ Iz" SR Fe Se he nk ee 1 oe 8 ees Pare © 5 5 rae 
——————————————— ——————— — — 
| 
* 





dicht verschlossen gehalten. Vor der Platte befindet sich ein 
Schieber, um vorzeitige Belichtungen hintanzuhalten. Fig. 2 zeigt 
einen Schnitt durch diesen Belichtungsblock, horizontal durch 
die Mitte der waagrechten Offnungen gefiihrt. a dieser Abbildung 
stellt den Belichtungskanal (horizontale Bohrung) vor, durch den 
die in 7 eingestellte Leuchtkultur c ihr Licht auf die photogra- 
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phische Schichte p strahlt, solange der Schieber s herausgezog ey 
ist. Den lichtdichten Verschlu8 bildet das mit Samt belegte Brett. 
chen 0, angedriickt mit der Feder f. Um eine méglichst gleich- 
maBige Ausstrahlung durch die Belichtungséffnung a zu erhaltey. 
sind die Wiande der Licher mit Gips weiB gestrichen. Dieser cut 
streuende und matte Anstrich verhindert Reflexbildungen durch 
die Wand der Kulturréhrchen, welche zu unregelmaBigen Schwiir- 
zungen der Platte fiihren wiirden, die wegen der folgenden 
Schwirzungsmessung vermieden werden miissen. Fig. 9 der Tafel 
zeigt zwei Kopien solcher von verschieden stark leuchtenden 
Kulturen belichteten Plattenstreifen. Allerdings sind in der posi- 
tiven Wiedergabe die feinen Schwirzungsunterschiede zum Teil 
verlorengegangen. | 


Fiir soleche Aufnahmen eignen sich nur héchstempfindliche 
und dabei vollkommen klar arbeitende photographische Platten. 
Ich verwendete fiir die Versuche dieser Arbeit ausschlieBlich die 
Agtfa-,,lsochromplatte“‘ mit 23° Scheiner Empfindlichkeit. Die Be- 
lichtungszeiten bewegten sich zwischen zwei und vier Minuten. 
Die Aufnahmen wurden serienweise gleichzeitig in einer Rodinal- 
lésung 6 : 100 H,O von 18° C Temperatur in der Dauer von genau 
vier Minuten entwickelt. Die Spiilung nach der Entwicklung wurde 
in Wasser mit einem Gehalt von 05% Essigsiiure wihrend einer 
Minute vorgenommen. Fiir jede Serie von Aufnahmen kam ein 
frisch bereitetes 10%iges Fixierbad mit einem 1%igen Kalium- 
metabisulfitzusatz zur Verwendung. Sowohl das Einlegen der 
Platten als auch alle nachfolgenden Operationen der Entwicklung 
und Fixage geschahen im Finstern unter Ausschaltung jedweder 
Beleuchtung, um jegliche Nebenlichtwirkung auszuschlieBen. 


Die erzielten Schwiarzungen wurden mit dem ,,Densographen™ 
nach GOLDBERG® ausgemessen und die erhaltenen Werte auf eine 
einheitliche Belichtungsdauer von zwei Minuten reduziert, sofern 
nicht von Haus aus diese Belichtungszeit verwendet worden ist. 
In den Tabellen und graphischen Darstellungen (letztere einfac) 
als Kurven bezeichnet) erscheinen die Messungsergebnisse als 
.,.Leuchtgrade“ verzeichnet. Letztere entsprechen dem zehnfachen 
Wert der Ablesung bzw. der reduzierten Zahlen. Dadurch konnteu 
die Kurven iibersichtlicher und klarer gestaltet werden, ohne dic 
relativen Verhiltnisse, auf die es in erster Linie ankommt. 
zu storen. 





> Erzeugt von den Zei®-Ikon-Werken in Dresden. 


TENSE eo PRESS 


Phiten oc ce aN RE PAR 











Oren 
brett. 
eich- 
ulten. 
r gut 
lurch 
Wiir- 
nden 
Tafel 
nden 
DOSi- 
Teil 


iche 
ten. 
(lie 
Be- 
ten. 
nal- 
nau 
rde 
ner 
ell 
m- 
ler 
ng 


ler 





OP ites cet 
. a Ba attas BRM he ali sp CSRS CI tena in rhe 


RENEE concen gies 


SRR 


RES W eer aay 
es 


Aes BERS sg RAS, ‘a EARS ote 


Studien zur Biochemie der Leuchtbakterien I 


17 


Wie schon eingangs erwihnt, fanden fiir die vorliegenden 


(iutersuchungen ausschlieBlich _ ,,Fliissigkeitskulturen‘ 


Verwen- 


dung, um bei der Belichtung der Platten die leuchtenden Zellen 
oleichmaéBig verteilen und geniigend mit Luftsauerstoff versehen 
zu kénnen. Fiir diese Zwecke stellte ich ,,Durchliftungs-Kultur- 


;ohren® zusammen, wie sie im axialen Laingsschnitt 
die Fig. 3 wiedergibt. In eine Kulturréhre aus Jenaer 
Glas ragt das am Ende auf 1 mm verjiingte, mit einem 
erweiterten Ansatz versehene Durchliiftungsrohr aus 
Glas, mit Watte bakteriendicht eingefiihrt. Der Ansatz 
selbst enthalt ebenfalls einen Wattebausch als Luft- 
filter. Diese Anordnung wird vor der Fiillung mit 
Nihrfliissigkeiten trocken im Heifluftschrank sterili- 
siert. Es wurde besonders darauf geachtet, gleich weite 
Kulturréhren zu verwenden und die Rohrspitze eben- 
falls immer gleich groB zu haben. Vor der Fiillung wird 
das Einsatzrohr, welches in der Wattefiihrung ver- 
schiebbar ist, etwa 5cm herausgezogen, so dab eine 
Auslaufspitze % cm tiber dem Fliissigkeitsspiegel nach 
der Fiillung steht. In diesem Zustande wird in der 
iiblichen Weise fraktioniert sterilisiert und dann mit 
den Leuchtbakterien verimpft. 


Als Impfmaterial diente stets eine Aufschwem- 
mung einer 24stiindigen Agarkultur unseres Photo- 
bazillus in einer 2%igen Lésung jenes Salzes, das dem 
Nahrboden fiir die betreffende Versuchsreihe beson- 
ders zugesetzt worden war. Fiir alle Reihen wurde zur 
Verimpfung dieselbe Platinése von 3mm _ innerem 
Durchmesser beniitzt, um dadurch wenigstens bei einer 
Versuchsreihe in jedes Réhrechen die annihernd gleiche 
Bakterienmenge zu bringen. Da die Abnahme des 
Kulturrasens vom Nihragar ebenfalls immer mit der 
gleichen, jedoch nur 1 mm messenden Platinése geschah 
und die Aufschwemmungsfliissigkeit jedesmal 5 cm* 


2 


























WY 


Fig. 3. 


betrug, wurden die quantitativen Impffehler auf das _ kleinst- 


mégliche MaB heruntergedriickt. 


Neben der Feststellung der Leuchtstirke wurde auch ver- 
sucht, die Vermehrung der eingeimpften Bakterien zahlenmabig 
zu verfolgen, was aber groBe Schwierigkeiten bereitete. Wenn es 
sich nur um die Feststellung der Keimmenge nach beendetem 
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Versuch gehandelt hatte, wiren die Keimzihlmethoden gut \.- 
wendbar gewesen. So aber sollte das Wachstum in den einzeliey 
Kulturen einer Reihe gleichzeitig mit der Lichtstairkemessung |je- 
stimmt werden, ohne die Réhrehen zu 6ffnen und dabei einer Ver- 
unreinigung auszusetzen. Deshalb konnten nur Bestimmungen ce; 
Triibung der einzelnen Kulturen vorgenommen werden, aus deren 
Zunahme auf die Vermehrung vorsichtige Schliisse zu ziehen 
waren. Die Triibungsmessungen wurden mit dem Zeifschen 7’; ii- 
bungsmesser in Verbindung mit dem Pulfrich-Photometer® w0- 
mittelbar in den Kulturréhrchen ausgefiihrt. Dabei ist besonders 
auf die Einhaltung der stets gleichen Temperatur im Wasserbacde 
des Apparates zu achten, die ich ein fiir allemal mit 18° C fest- 
legte. Ich verwendete das rote Filter und wechselte nur entspre- 
chend der Stirke der zu messenden Triibung die Vergleichsscheibe, 
um bei der Ablesung der MeBtrommel méglichst in der Mitte der 
Skala zu bleiben. Fiir die Auswertung der Ablesungen wurden die 
erhaltenen Zahlen auf die Vergleichsscheibe 3 umgerechnet, um 
vergleichbare Werte zu erhalten. Bei allen Proben wurde zuerst 
die ,,Anfangstriibung’’ der unverimpften sterilen Na&hrfliissigkeit 
bestimmt und von den gemessenen Wachstumstriibungen abge- 
zogen. Obwohl die Réhrchen mit der Nihrfliissigkeit dem Auge 
urspriinglich blank und triibungslos erscheinen, erhilt man stets 
Triibungswerte von verschiedener und fiir die Berechnung jeden- 
falls zu beriicksichtigender GréBe. Die ,,Triibungszahl“ der Ta- 
bellen und Kurven ist auf diese Weise einheitlich errechnet. Es 
sei nochmals betont, daB auch hier nur die relativen Triibungswerte 
bestimmt wurden. 


Bei relativ niedrigem Salzgehalt der Kulturen kénnen die 
gemessenen Triibungen in den ersten 36—48 Stunden des Wachs- 
tums allerdings mit der GréBe der Vermehrung in unmittelbare 
Beziehung gebracht werden, weil sich unter diesen Verhiltnissen 
die Zellen iiberwiegend frei in der Fliissigkeit befinden und keine 
Zoogléen und Verklumpungen bilden. Auch ist die Form und 
GréBe der einzelnen Bakterien bzw. die Menge der verschiedenen 
Wachstumsstadien der Mikroben ziemlich gleichbleibend. Spater 
und besonders auch bei groBer Salzkonzentration erscheinen 
gréBere Formen und Zusammenlagerungen und Verklebungen von 
Zellen, die den Wert der Triibungsmessung fiir die Beurteilung des 





6 Uber Konstruktion der Apparatur und deren sonstige Anwendung 
vgl. die Druckschriften Mess. 430/II und Mess. 4311 von ZeiB in Jena. 
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Wachstums schidigen. Physikalisch gesprochen, ist die Ungleich- 
heit der lichtstreuenden, also triibenden Teilchen zu groB gewor- 
den. um die Lichtstreuung dieser Teilchen mit jenem der einheit- 
lichen kleinen Teilchen des Versuchsbeginnes vergleichen zu 
kgénnen. Dazu kommen noch die Fehler durch die Mitbestimmung 
der bereits toten in der Fliissigkeit ebenfalls verteilten Mikroben- 
kérper. Wenn man diese Fehlerquellen geniigend beriicksichtigt, 
kann man mit der entsprechenden Vorsicht aus dieser Art der 
Triibungsmessung Schliisse auf das Wachstum bzw. auf die Zell- 


vermehrung ziehen. 


Zwecks Messung der Leuchtstdrke einer Serie von _ sechs 
Kulturréhrehen wurden dieselben in den mit der photographischen 
Platte beschickten Belichtungsapparat im Dunkelzimmer einge- 
setzt und an den an einem Luftgasometer hiingenden Luftverteiler 
angeschlossen, wie es aus Fig. 1 ersichtlich ist. In die Erweite- 
rung der ,,Durchliiftungsréhren“ kommen durchbohrte Kaut- 
schukstopfen mit durchgehendem Glasréhrchen, die durch einen 
Kautschukschlauch mit den Auslissen des glisernen Luftverteilers 
verbunden werden. Die Durchliiftungsréhrchen werden bis 5 mm 
Abstand vom Boden der Kulturréhren in die Fliissigkeit einge- 
schoben. Der rechte Hahn des Luftverteilers ist gveschlossen, 
wiihrend durch den linken Hahn die vom Gasometer einstrémende 
Luft so reguliert wird, daB in einem Tempo von zirka einer Se- 
kunde die Lufblasen durch die Kultur perlen. Zu rasches Durch- 
strémen von Luft fiihrt zu Schaumbildungen, die dann bis zu den 
Wattedichtungen aufsteigen und diese benetzen, was streng zu 
vermeiden ist. Es hat sich als vollkommen ausreichend erwiesen, 
in Intervallen von 15 Sekunden, je fiinf Sekunden Luft durehzu- 
leiten. Dadurch werden die Bakterien in der N&hrfliissigkeit einer- 
seits gleichmafig verteilt und anderseits erhalt die Kultur ge- 
niigend Sauerstoff, um gleichmafig maximal zu leuchten. Wenn 
man dureh zwei Minuten auf diese Weise die Durchliiftung vor- 
yenommen hat, zieht man den VerschluBschieber von der photo- 
vraphischen Platte weg und belichtet 2—4 Minuten, je nach der 
Helligkeit des Leuchtens. Auch wahrend der Belichtung schickt 
man im gleichen Turnus Luft durch die Kulturen. 


SchlieBlich sei noch erwahnt, daB die p,-Bestimmungen auf 
kolorimetrischem Wege mit dem Komperator von WALPoLe und 
den p,-Reihen ohne Puffer nach MicnaeLis unter Anwendung von 
m- und p-Nitrophenol gemacht wurden. 
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NaCl- und NaBr-Versuchsreihen. 
NaCl-Versuche. 


Schon entsprechend der chemischen Zusammensetzung der 
Fliissigkeiten des natiirlichen Standortes der Leuchtbakterien 
kommt den Verbindungen des Natriums im Lebensablauf dieser 
Organismen groBe Bedeutung zu. Nach Ricuter‘ soll es fiir diese 
Organismen lebenswichtig sein. Es wurde nun versucht, die 
giinstigste Konzentration des NaCl und NaBr allein und in Ver- 
bindung mit Glyzerin als besondere C-Quelle fiir das Leuchten 
festzustellen. Die folgende Tabelle 1 ergibt die Zusammensetzuny 
der einzelnen Kulturen und deren Leuchtgrade nach bestimmten 


Wachstumszeiten. 









































Tabelle 1. 
NaCl-Versuch ohne Glyzerin. 

7 cms NaCl-Gehalt Pu Leuchtgrad nach Stunden 
sf] a8 | os Aceh alee ad | | 
ez) 2/22) 3/1 E]| & s | 28 | 32 | 37 | 48 | 80 
z | 28 | §A a : a | 3s . | 
1 50 5 | 45 | 100] */,, | 0°59] 7-1 | 75 7 0 0 0 
2 50°; 10 | 40°; 100] %/,, | 1°17] 71 | 75 | 2-2 7°75 | 0°6 
3 50 | 15 | 35 | 100] %/,, | 1°75] 7-1 | 75 | 8:5 | 18-0] 1°9 
4 50 | 20 | 30 | 100] *4/,, | 2°34] 7-1 | 7°5 | 8°8 | 15°0]| 3°9 
5 50 | 26 | 25 | 100] %,, | 2°92] 7'1 | 7°5 | 3°2 9-0 | 5:4 
6 50 | 30 | 20 | 100] °%,, | 3°50] 7:1 | 7°4 | 2:0 | 4:5) 6°0 

| 




















Wenn man nach den verschiedenen Zeiten die Leuchtoptima 
betrachtet, findet man dieselben nach 37 Stunden beim Roéhrchen 4 
mit einem NaCl-Gehalt von 4/10 normal, nach 48 Stunden bei der 
Kultur 3 mit 3/10 n. NaCl, und nach 80 Stunden bei der 
Probe 6 mit der NaCl-Konzentration 6/10 normal. Fig. 4 zeigt die 
mit den Leuchtgraden konstruierten Kurven, bei denen die Ab- 
szisse die Zeitmarken und die Ordinate die Leuchtgrade trigt. Die 
den Kurven beigesetzten Zahlen geben das zugeordnete Kultur- 
réhrchen der Tabelle 1 an, dessen Numerierung mit dem Zehntel- 
normalgehalt an Salz tibereinstimmt. 

Die Kurven aller fiinf Réhrchen weisen darauf hin, daB in 
den ersten 48 Stunden ein starker Anstieg der Leuchtfunktion 
auftritt, wihrend dann der Abfall in den Réhrchen 3, 4 und 5 lang- 


7 O. Ricuter, Anz. Ak. Wiss. Wien (IIb) 1928, S. 163. 
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camer, aber umgekehrt dem Anstieg erfolgt. Nur die Probe mit 
croBtem NaCl-Gehalt (6) weist auch nach 48 Stunden einen all- 
méihlichen, aber stetigen Anstieg auf. Die optimale Salzkonzen- 
tration fiir NaCl ohne Beigabe einer C-Quelle bejfindet sich dem- 


nach zwischen 3/10 und 4/10 normal. 
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Fig. 4. 


Probe 2 nihert sich im Verlauf des Leuchtens der Probe 5, 
ohne aber die Starke der Lichtentwicklung der letzteren zu er- 
reichen. Hier ist die Salzkonzentration schon zu niedrig und da- 
durch auch die geringe Lichtintensitit erklarlich. 


Die Tabelle 1 zeigt noch, daB die p,-Werte wahrend des 
Wachstums im alkalischen Ast zunehmen und nach 80 Stunden 
in den fiinf ersten Proben 7:5 erreichen, wiihrend Réhrchen 6 nach 


dieser Zeit py, =—7:4 besitzt. 


Die Zugabe einer besonderen C-Quelle in Form von Glyzerin 
in der Menge von 069% fiihrt nach den gleichen Wachstums- 
zeiten zu einer Anniherung der Leuchtmaxima in den ersten 
48 Stunden bei den Proben 3 und 4, wie es aus der Tabelle 2 er- 
sichtlich ist. 


Die absoluten Leuchtstdérken sind aber durch den Glyzerin- 
zusatz in den Réhren 3 und 4 nicht unbetrichtlich erniedrigt, 
wahrend dieselben bei héherem NaCl-Gehalt, besonders nach 
80 Stunden, erhéht erscheinen. In dem Réhrchen 2 ist die Licht- 


Monatshefte fiir Chemie, Band 60 6 
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bildung wesentlich gedriickt, wihrend gerade dort nach 80 Stunc.), 
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der héchste p,-Wert mit 7-4 erreicht worden ist. 


Tabelle 2. 


NaCl-Versuch mit 0°69% Glyzerin. 














7 ems NaCl-Gehalt Pr Leuchtgrad nach Stunden 
oe, ee | 5 | 
os gs 4a )}O et a 5 & =3 

ae |e= (Se l28 Gla] & Ss | 88 | $8] 87 | 48 | 80 
% [ag|S2| 5 al & Sree i} | 

he zy 

1 |50/15| 5|/30|100] ¥,, | 0-59] 71 | 74/0 | 0 | 0 
2 | 50 | 15 | 10 | 25 | 100} *%/,, | 1°17] 7-1 | 7-4 |] 0-6 | O'8 | O 
3 | 50 | 15 | 15 | 20 | 100] %/,, | 1°75] 771 | 7:3 | 7-2 | 14:3 0-6 
4 | 50 | 15 | 20| 15 | 100] 4/,, | 2-84] 7°41 | 7°2 | 6-8 | 14:2 | 3-0 
5 | 50 | 15 | 25 | 10 |100] %,, | 2°92] 7-1 | 771 7] 2-0 | 5:0) 8-2 
6 | 50/15 | 30| 5/100] *,, | 3:50] 7°71 | 7:0 | 1-8 | 2°95! 6-0 


erreicht werden, aber dafiir der optimale Bereich der NaCl-Kon- 
zentrationen weiter gestaltet wird, was besonders die Kurven 3 
und 4, entsprechend 3/10 und 4/10 n. NaCl dartun. Es treten da- 
durch die optimalen Bedingungen noch deutlicher und schiarfer 





Die Kurven der Fig. 5 zeigen die Leuchtintensitéten und 
Unterschiede in denselben gegeniiber jenen bei der Zucht ohne 
Glyzerinzugabe (Fig. 4). Das Glyzerin hat férmlich insofern regelnd 
in den Leuchtverlauf eingegriffen, als wohl weniger hohe Werte 
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hervor, als es sonst ohne Glyzerinzusatz der Fall ist. 
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Wenn man nun die Vermehrung der Mikroben mit der Licht- 
entwicklung derselben in Beziehung zu bringen versucht, so kann 
man, wie schon friiher bemerkt, dazu die nach verschiedenen 
Wachstumszeiten auftretenden Triibungen heranziehen. Man mui 
sich nur iiber die Fehlerquellen solcher Triibungsmessungen im 
klaren sein, auf die schon an anderer Stelle hingewiesen wurde. 
Die erhaltenen T'riibungszahlen der oben besprochenen Versuchs- 
reihen sind in der folgenden Zusammenstellung wiedergegeben. 


Tribungszahlen der NaCl-Versuchsreihen. 














| Triibungszahl 
Kultur | Nr. nach Stunden 
| 
| 37 | 48 | 80 
| 3 90 | 100 | 47 
| 4 91 | 102 | 49 
NaCl + Gl i | | | 
+ Glyzerin a ee pa | i 
kar 65 | 81 | 89 
| | 
| 2 | 35 | 52 | 6 
| 38 73 | 95 | 67 
NaCl | 4 67 | 9 | 7 
| B&B | 72 | 67 | 60 
| 6 | 55 | 64 | 50 





Man ersieht daraus, dab bei den NaCl-Reihen mit und ohne 
Glyzerinzusatz im allgemeinen die Héchstwerte der Triibungen 
wieder bei den optimalen Salzkonzentrationen zu finden sind, was 
besonders fiir die ersten Vermehrungszeiten gilt. Hier darf man 
auch fiiglich aus dem Triibungsgrad auf die Gréfe der Vermeh- 
rung schlieBen und annehmen, dai die fiir das Leuchten beste 
Salzkonzentration auch das Wachstum am meisten fordert. 

Verfertigt man mit den Triibungszahlen der einzelnen Proben 
als Ordinatenmarken Kurven, wie sie in Fig. 6 fiir Kulturen mit 
Glyzerin und Fig. 7 fiir soleche ohne diesen Zusatz wiedergegeben 
sind, wihrend die Abszissen die Zeitmarken tragen, so kann man 
das Wachstum auch mit den Leuchteffekten in unmittelbaren 
Zusammenhang bringen. Zu dem Ende ist in jede dieser beiden 
Figuren noch eine Kurvenschar eingezeichnet, deren Abszisse die 
Leuchtgrade der Tabellen 1 und 2 triigt. Es ist dies durch die 


Buchstaben 7 (Triibungszahl) links und LZ (Leuchtgrade) rechts 
6* 
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angedeutet, wihrend die Zeitmarken fiir beide Kurvenschaye, 
iibereinstimmen. Zur leichteren Unterscheidung sind die Triibunes. 
kurven dick gezogen, wihrend die Leuchtkurven diinn gezeichnet 
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viit. Bei 5 und 6, also den Réhrchen mit hohen Salzkonzentra- 
tionen, schreitet nach 48 Stunden das Leuchten anscheinend 
rascher fort als die Vermehrung. Man darf aber nicht vergessen, 
da8 die erhéhten NaCl-Gehalte zu einer deutlichen Verklebung 
von Zellen fiihren, wodurch der friiher erwihnte Fehler der Trii- 
hungszahlen in den Vordergrund tritt. 


Vergleicht man damit die Verhiltnisse beim Wachstum und 
Leuchten ohne Glyzerinzusatz, wie sie die Kurven der Fig. 7 dar- 
tun, so findet man hier noch weitgehendere Unstimmigkeiten, wenn 
auch die Optima bei 3 und 4 in bezug auf Triibung und Vermeh- 
rung zusammenfallen. Bei 5 und 6 tritt die Salzwirkung ganz be- 
sonders insofern in den Vordergrund, als im ersteren Falle (5 7’) 
die héchste Triibung nach 37 Stunden zu erhalten ist und von 
da ab stindig fallt, wihrend sich optimales Leuchten nach 48 Stun- 
den trotz verringerter Triibung einstellt, um weiterhin allmahlich 
zu fallen. Bei 6 scheint allerdings eine Ubereinstimmung zwischen 
Wachstum und Lichtbildung bis 48 Stunden zu bestehen; dann 
aber verringert sich die Triibung, obwohl das Leuchten noch an- 
steigt. Fiir die Zeit nach 48 Stunden zeigt die Probe 2 gerade das 
Umgekehrte, indem bei abnehmendem Leuchten die Triibung zu- 
nimmt (2Z und 2 T der Fig. 7). Die hier herrschende niedrige 
Salzkonzentration vermag keine besondere Lichterzeugung zu 
unterhalten, gestattet aber eine gleichmaiige Vermehrung der 
Mikroben ohne stirkere Zusammenballung derselben. 


NaBr- Versuche. 


Unter den gleichen Nahr- und Ziichtungsbedingungen wurden 
Versuchsreihen angelegt, in denen das Chlornatrium durch NaBr 
vertreten war, indem an Stelle des Kochsalzes 4quimolare Mengen 
des Bromides zugesetzt wurden. Wieder enthielten die sechs 
Proben steigende Mengen NaBr, entsprechend 1/10 bis 6/10 n. 
NaBr. Somit herrschten in diesen Bromidreihen die gleichen os- 
motischen Verhiltnisse wie bei den friiher besprochenen Chlorid- 
versuchen. ! 

Aus der Tabelle 3 ist die Zusammensetzung der einzelnen 
Proben ohne Glyzerin und die durch sie erzeugten Leuchtstirken 
zu entnehmen. Wie man auch ersieht, ist der prozentuelle Salz- 
gehalt in den einzelnen Réhrchen fast doppelt so groB wie in der 
Chloridreihe, weil eben das NaBr ein viel gréSeres Molekular- 
gewicht besitzt als NaCl. 
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Tabelle 3. 
NaBr-Versuch ohne Glyzerin. 























Die Leuchtoptima liegen bei einer NaBr-Konzentration von 
4/10 bis 5/10 n., sind also gegeniiber jenen bei Kochsalzzusatz 
gegen die héheren Konzentrationen zu verschoben. Auch hier be- 
steht das Bestreben, beim Wachstum die Alkaleszenz des Nihr- 
bodens zu erhéhen, denn die urspriinglichen p,-Werte (7) der 
Proben sind auf p, = 7:5 gestiegen, sofern Wachstum eingetreten 
ist. Nr. 1 dieser Reihe zeigte weder eine Entwicklung noch eine 
Lichtproduktion, waihrend 2 zwar Wachstum, jedoch kein Leuch- 
ten aufwies. Um beides zu erméglichen, ist eine Mindestkonzen- 























tration von iiber 2/10 n. NaBr notwendig. 


Fertigt man mit den Leuchtgraden auf der Ordinate und den 
Zeitmarken auf der Abszisse die Leuchtkurven dieser Proben an, 
wie es in Fig. 8 geschehen ist, so zeigen die Réhrchen 4, 5 und 6 
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- em’ NaBr-Gehalt Pu Leuchtgrad nach Stun ten 
38 . 4 F 1) © a = 2 ap 3 | 
geile i2e;/ 2/2] — | § | 28 | 32 | 22 | 46 | 63 
z | aa] 65 a | & & | $8 | “3 

1 | 50 | 5 | 45 | 100] +, | 1-03] 7°0 | 7-0 | 0 0 0 

2 | 50 | 10 | 40 | 100] 4%, | 2-06} 7:0 | 75 | 0 0 | 0 
3 | 50 | 15 | 35 | 100] 4%, | 3-09] 7°0 | 75 | 6:0] 8-0) 9-0 
4 | 50 | 20 | 30 | 100] *4/,, | 4:12 | 7:0 | 7-5 | 11-0 | 14-6 | 13-2 
5 | 50 | 25 | 2 | 100} »,, | 5-15] 7-0 | 7-5 | 8-2 | 16-0 | 15-8 
6 | 50 | 30 | 20 | 100] %, | 6:18] 7:0 | 7:5 | 6:6 | 14-0 | 14:5 
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nach 46 Stunden einen raschen Anstieg des Leuchtvermégens. In 
der Probe 3 ist die Leuchtkraft iiberhaupt geringer, die Licht- 
zunahbme langsamer, und iiber 46 Stunden hinaus fast gleich zu- 
nehmend wie in den ersten Wachstumszeiten. Auch im Leuchten 
der Probe 6 tritt innerhalb der Beobachtungszeit keine Abnahme 
auf. Es verhilt sich hier in bezug auf den Anstieg wie im Rohr- 
chen 3. Bei den Kulturen 4 und 5 ist der Wendepunkt nach 
46stiindiger Entwicklung deutlich. Jedenfalls weichen die Leucht- 
kurven bei Verwendung von NaBr sehr auffallend von jenen mit 
NaCl ab (vgl. Fig. 4), wenn auch keine so groBben Leuchtwerte 
erreicht werden. Weiters ist die Erscheinung beachtenswert, dab 
Photobacillus radians weit gréBere Mengen von NaBr. im Ndhr- 
boden durch lange Zeit vertrdégt als solche von NaCl. Ebenso be- 
merkenswert ist die verhaltnismaBig starke Alkalibildung in den 
NaBr-Kulturen (von p, = 7, auf py = 7:5). 

Wesentlich anders gestalten sich die Leuchtverhiltnisse bei 
der Zucht mit NaBr-Zusitzen und Glyzeringaben, wie die folgende 
Tabelle 4 dartut, in der die Zusammensetzung der Nahrlésungen 
in einer Versichsreihe mit NaBr und Glyzerin und deren Leucht- 
resultate zusammengefaBt sind. 




















Tabelle 4. 
NaBr-Versuch mit Glyzerin. 

t ems NaBr-Gehalt Pu Leuchtgrad nach Stunden 
28 35 2 5 to ‘< ~ © v0 E | 
a3 =|s 5 | S Sa = 
a2 | 83 Ss 28 | & F S 33 2 5 22 | 46 63 
S jaglSsias| | af & oa ee | | 

S |a | 8 | 

| 

1150/15} 5 | 30/100] 1/,, | 1°08] 7-0 | 7-0 | 0 | 0 | 0 
2 150) 15 | 10 | 25 | 100] %,, | 2°06] 7-0 | 7:3 | 1°4] 7-7} 1:0 
3 150] 15/15 | 20/100] 4, | 3-09] 7°0 | 7:3 | 6-4) 17-0} 4:0 
4 | 50] 15 | 20 | 15 |100] */,, | 4:12] 7-0 | 7:3 | 7:0) 19-4 | 9°5 
5 | 50} 15 | 25 | 10| 100] *, | 5°15] 7-0 | 7-3 | 6-0 | 19-0 | 15°5 
6 |50| 15 | 30| 5/100] %,, | 6-18] 7:0 | 7-3 | 5:8 | 20-0 | 13-0 























Vor allem leuchtet auch die Probe 2 mit 2/10 n. NaBr. Dann 
sind die Leuchtmazima nach 46 Stunden in den Réhrchen 4 bis 6 
kaum nennenswert verschieden, aber alle zeigen scharfe Umkehr- 
punkte bei 46 Stunden. Von dieser Zeit ab tritt ein dem Aufstieg 
fast gleicher Abfall der Leuchtfunktion ein. Bei der passendsten 
NaBr-Konzentration nihert sich im Falle der Glyzerinzugabe der 
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Verlauf sehr jenem bei den NaCl-Versuchen mit Glyzerin. Es zeigt 
sich aber die Glyzerinwirkung bei Verwendung des Bromsalzes 
weitaus prignanter. Die Fig.9 zeigt die Leuchtkurven dieser Ver- 





L 





= 


eS 5 


A \ SK 


78 


6 





\ 
\ 


+—{4 





12 





. 


\—70 


















































26 2 OH Hb W 50 


Glyzerin = 16). 


Fig. 9. 


suchsreihe nach den Leuchtgraden der Tabelle 4. Hier treten die 
geschilderten abweichenden Verhiltnisse noch krasser hervor. Die 
Lichtstairke ist ebenfalls durch den Glyzerinzusatz sehr bedeutend 
erhéht (NaBr-+ Glyzerin maximal — 20, gegeniiber NaBr ohne 
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Soweit Triibungsmessungen einigermaBen Schliisse zulassen, 
kann allgemein gesagt werden, daB die Vermehrung trotz sehr 
guten Leuchtens. bei den optimalen Salzbedingungen als geringer 
einzuschitzen ist als bei den NaCl-Versuchen, einerlei ob mit oder 


ohne Glyzerin. 


Tribungszahlen der NaBr-Versuchsreihen. 




















Triibungszahl Triibungszahl 

Kultur Nr. nach Stunden Kultur Nr. nach Stunden 

22 46 63 22 46 63 

2 | 13-0 | 33°0 | 39-0 2 5°7 | 16°2 | 29-2 

ek 3 | 15-0 | 53-0 | 47-0 3 | 13°5 | 46°0 | 51°0 

Nabt t+ | 4 | 16-5 | 58-2 | 61-2] NaBr | 4 | 19-5 | 40°5 | 49-5 
Glyzerin 

5 | 19°5 | 49°5 | 72-0 5 | 12°3 | 36°8 | 46°8 

6 | 19°1 | 45°6 | 71°6 6 | 11°5 | 27-0 | 38-0 























ae ee 


AR ne Ka pay Se 


eRe i 


Pio 


SR EARE Ne ee 





Si 








Zeigt 
Balzes 
Ver- 


die 
Jie 
nd 


n, 
hr 
er 
er 


Studien zur Biochemie der Leuchtbakterien I 89 


Die Zusammenstellung der Triibungszahlen der NaBr-Ver- 
suchsreihen laiBt weiter erkennen, daB die Vermehrung im allge- 
meinen durch den Glyzerinzusatz etwas erhéht wird. 
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Fig. 10. 





Die Natriumbromidzugaben scheinen iiberhaupt die Neigung 
der Zellen zu Verklebungen zu steigern, was die niedrigen Trii- 
bungszahlen auch bei guter Lichtentwicklung verstindlich macht. 
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Fig. 11. 








Wenn man die Triibungszahlen der einzelnen Proben gra- 
phisch auswertet, erhilt man die in den Fig. 10 und 11 wieder- 
gegebenen Triibungsverlauflinien. Sowohl bei Glyzerinzugabe 
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(Fig. 10) als auch ohne eine solche (Fig. 11) sind die Kurvey. 
scharen geschlossen und bis zur Wachstumszeit von 46 Stunden 
ansteigend; von da ab bei Glyzerinmangel weiter steigend wid 
bei Glyzeringaben in den héheren Konzentrationen mehr oder 
_ weniger ansteigend, in den niederen dagegen fallend. Vergleicht 
man damit die in diesen Bildern diinn eingetragenen Leuchtkurven 
(8L,4L, 5LZ und 6L), so zeigt sich ebenfalls ein wesentlicher 
Unterschied im gegenseitigen Verlauf beim Fehlen und Vorhan- 
densein von Glyzerin. Auffallend ist auch der Zug der Leucht- 
kurve 3 Z und der Triibungskurve 37’ in Fig. 11, also ohne Gly- 
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zerinzusatz. Trotz relativ guter Vermehrung ist die Leuchtfihig- 
keit doch nur als gering anzusehen. Hier greift das Glyzerin ver- 
bessernd ein, wie es 3Z und 37 der Fig. 10 erkennen lassen. 


Um die Wirkungsweise des Chlorides und Bromides hin- 
sichtlich der Beeinflussung der Leuchtfihigkeit unseres Photo- 
bazillus besser tiberschauen zu kénnen, wurde das Schaubild der 
Fig. 12 hergestellt. Die Abszisse trigt die Konzentrationsmarken 
in Zehntel-Normalmengen der versuchten Salze. Die Leuchtgrade 
sind auf der Ordinate verzeichnet. Weiters wurde fiir diese Uber- 
sicht die Wachstumszeit von 46 bzw. 48 Stunden gewahlt und die 
dieser Zeit entsprechenden Leuchtgrade herausgehoben. Es bauen 
sich somit diese Kurven auf den Leuchtgrad nach 46 bzw. 48 Stun- 
den jeder der vier Salzkombinationen, NaCi allein, NaCl mit Gly- 








ui Be cay ea acy ts nt oe eR ecenede ge ae Raber ST SSNS 


WEEE Fa 











und 
Oder 
eicht 
rven 
icher 
han- 
icht- 
Gly- 


ww 
' 





Studien zur Biochemie der Leuchtbakterien I 91 


y-rin, NaBr allein und NaBr mit Glyzerin, in den auf der Abszisse 
augesetzten Konzentrationen auf. 

Verfolgt man den Leuchtverlauf bei verschiedenem NaCl- 
Gehalt ohne Zusatz von Glyzerin, sieht man das Leuchtmaximum 
im R6éhrehen mit einer NaCl-Konzentration von 3/10 n. auftreten. 
Ks ist jedenfalls eng begrenzt, denn bei niedrigerer oder héherer 
Konzentration fallt die Leuchtfihigkeit steil ab. Vergleicht man 
damit die Leuchtkurve mit NaBr ohne Glyzerinzugabe, verliuit 
sie bis 3/10 n. Salzlésung annihernd parallel mit der NaCl-Linie. 
Dann aber erhebt sie sich weiter allmahlich ohne ausgesprochenen 
Abstieg und bekommt erst bei 6/10 n. Salzlésung ihren in der Be- 
obachtungsdauer von 48 Stunden héchsten Stand. Dieser Vergleich 
zeigt klar und einwandfrei, da{ dem Cl und Br als Anionen eine 
weitgehende Beeinflussung des Leuchtens in dem Sinne zukommt, 
daB ersteres ebenso wie letzteres bei Konzentrationen von 2/10 bis 
3/10 n. Salzlésung die Lichterzeugung wesentlich férdert, von da 
ab aber bei den héheren Salzgehalten das Cl’-lon die Leuchtfdhig- 
keit hemmt, das Br’-lon dagegen dieselbe noch weiter giinstig be- 
einfluBt. Trotz vollkommener Isotonie beider Salzlésungen kénnen 
sich diese Salze doch nicht vollwertig vertreten, denn sonst miibten 
beide Kurven entweder zusammenfallen oder mindestens parallel 
knapp nebeneinander verlaufen, wie es anndihernd bei den niederen 
Konzentrationen der Fall zu sein scheint. 

Fiihrt man Glyzerin zu, so indert sich das Bild des Verlaufes 
dieser Kurven dahin, daB auch bei den niederen Gehalten der 
parallele und nahegelegene Verlauf aufhért, wihrend die Er- 
scheinungen bei den héheren Konzentrationen 4/10 und 6/10 n. 
keinen tiefgehenden Unterschied durch den Glyzerinzusatz er- 


fahren. 


KCl- und KBr-Versuchsreihen. 


Im allgemeinen wurden die Versuchsreihen mit KCl und 
KBr, in verschiedenen Konzentrationen angewendet, den Natrium- 
versuchsreihen analog durchgefiihrt. Deshalb ging ich wieder von 
Normallésungen dieser beiden Salze aus und wiahlite jenen Gehalt 
an denselben, der steigend 1/10 bis 6/10 normal umfafte. Dem- 
entsprechend deckt sich die Numerierung der Proben der einzelnen 
Versuchsreihen mit ihrem Salzgehalt an Zehntelnormal. So wurde 
in allen gleich bezifferten Kulturen die Isotonie der Naihrlésungen 
gewahrt und die Vergleichsméglichkeit fiir alle Proben geschaffen. 
Es schien auch wiinschenswert, in die gegenseitige Vertretbarkeit 
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von K und Na in bezug auf Leuchten und Wachstum dieser B»k. 
terienart Einblicke zu erhalten, zumal in dieser Hinsicht messen:|¢ 
Untersuchungen fiir Leuchtbakterien mir nicht bekannt wurd«y. 
BEJERINCK * spricht zwar von einer Vertretbarkeit des Kochsalzes 
durch andere Salze, sofern diese in isotonischen Mengen angewen- 
det werden, welcher Ansicht sich auch Motiscu * anschloB; jedoc) 
wurden prozentuelle Vergleichsléisungen zu den Versuchen ver- 
wendet und die Leuchtstirken nicht vergleichend gemessen. 

Ohne auf Einzelheiten dieser und anderer ilterer Literatur- 
angaben einzugehen, hielt ich eine Uberpriifung der Befunde. 
welche die Basis der genannten Ansichten abgeben, durch Meé- 
versuche in tatsichlich isotonischen Nihrmedien fiir notwendiv. 

Ks sei gleich betont, da die folgenden Versuche insofern als 
,unrein“ zu bezeichnen sind, als eine véllige Ausschaltung des 
Natriums aus denselben nicht geschehen ist. Schon das Seefisch- 
fleischwasser enthalt betrichtliche Mengen Natrium, denn die 
Aschenanalyse *® des Fleisches vom Schellfisch (Gadus aeglefinus) 
ergibt einen Gehalt von 13-84% Kali und 36°51% Natron neben 
339% Kalk und 1:°9% Magnesia. Ein groBer Teil der Natrium- 
verbindungen des Fleisches geht aber in die Briihe iiber. Diese 
Verbindungen sind in den vorliegenden Versuchen nicht ausge- 
schaltet und stéren die Reinheit derselben. Allerdings kann 
man das gleiche in bezug auf Kaliumverbindungen fiir die Natrium- 
versuche des vorigen Abschnittes aussagen. Im Anschlu6 an die 
friiher erwaihnten laufenden Untersuchungen tiber die Gewinnung 
der fiir die Ernahrung dieser Mikroben notwendigen chemisch reinen 
N-Verbindungen werden Versuche mit ausschlieBlichen Na- bzw. 
Kalium-Gehalten ausgefiihrt, deren Ergebnis einer spiteren Mit- 
teilung vorbehalten ist. Entsprechende Vorversuche haben gezeigt. 
da sich dadurch im wesentlichen nichts dndert. 


KCl-Versuche. 

Die Zusammensetzung der Nihrfliissigkeiten, die nach be- 
stimmten Wachstumszeiten erhaltenen Leuchtwerte und die An- 
fangs- und Endreaktion der Versuchsreihe mit KCl ohne Glyzerin- 
zugabe sind in der Tabelle 5 zusammengefabBt. 





8’ M. W. Beerinck, Le photobacterium luminosum, bactérie lumineuse 
de la mer du nord. Arch. Néerlandaises des Scienc. Exact. et Natur.. 
Haarlem, T. XXIII, 1889, 

® H. Moriscu, Leuchtende Pflanzen, 2. Auflage, Fischer, Jena 1912. 

© Vgl. J. Konic, Die menschlichen Nahrungs- und GenuSmittel 2. 


1904, S. 488. 
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Tabelle 5. 
KCl-Versuch ohne Glyzerin. 

ace ems KCl-Gehalt Pu Leuchtgrade nach Stunden 
23| as 5 | bese ak a ge| 8 partes 
e-lg2 | 43] 2 | e1E | & | es 35 | 24 | 36 | 48 60 
ST] @2em | gt wm ° A A fg | 3 | | 
‘150 | 5 | 45 | 100 | ¥, |o-7] 7-1 | 7210 |0 |0 9 
2} 50 | 10 | 40 , 100 | %. |1-49]7-1/7-3]0 [0 | 4:0) 4:8 
3 | 50 | 15 | 35 | 100 | %,, |2-24] 7-1 | T4] 0 | 25 | 3°5 | 4:0 
1 | 50 | 20 | 30 | 100 | 4/4 | 2°98] 7:1 | 7-4 | 2°6 | 4-0 | 7-5 | 7-0 
5 | 50 | 25 | 25 | 100 | 4,, | 8-73] 7-1 | 7-4 | 6-3 | 4-7 | 5-0 | 6-8 
6 | 50 | 30 | 20 | 100 | %,, |4-47] 7-1 / 7-4] 0-2 | 8-5 | 7-4 | 8°8 


In derselben sind die maximalen Leuchtgrade fiir jeden Be- 
obachtungsabschnitt fett hervorgehoben. Vor allem sind die nie- 
deren Werte derselben auffallend. Die héheren Konzentrationen 
an KCl férdern den LeuchtprozeB noch am meisten. Das Optimum 
des Salzgehaltes liegt hier um 6/10 n. KCl. Die geringeren Salz- 
mengen von 2/10 bis 3/10 n. KCl wirken anscheinend tiberhaupt 
nur schwach. Auch in dieser Versuchsreihe nimmt beim Wachstum 
die Alkaleszenz des Nahrbodens zu, wie aus der Abnahme der ur- 
spriinglichen Wasserstoffionenzahl entsprechend p, — 71 auf 
Pu — 74 zu ersehen ist. 


‘aie: ieee = aes oy ee T eas (Se pis 
































Das mit den Leuchtgraden ausgefiihrte Schaubild der Licht- 
entwicklung mit KCl ist in Fig. 13 wiedergegeben. Das Leucht- 
vermégen der Kulturen 2 und 3, entsprechend der Konzentration 
2/10 und 3/10 n. KCl steigt ‘allmihlich an, ohne in der Beobach- 
tungszeit von 60 Stunden héhere Werte zu erhalten. Eine dhnliche 
Zunahme zeigt auch die Probe 4, bei der aber nach 48 Stunden 
bereits der Abfall einsetzt. Die Probe 6 mit dem héchsten Gehalt 
an KCl bietet fiir das Leuchten die optimalen Bedingungen, da 
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ein rascher Anstieg erfolgte, den ein geringer Abfall abliéste, \.1 
einem zweiten Anstieg zu weichen, der das Leuchtmaximum »°- 
reichte. Nicht ohneweiters klar sind die im Zuge der Leucit- 
_ linie 5 und 6 eingestreuten Senkungen. Auf dieselben wird )ej 
der Betrachtung der Triibungskurven zuriickgekommen. Die ein- 
getragenen Anfangsleuchtgrade der Proben 2 bis 4 zeigen deut- 
lich die Steigerung der lichtférdernden Eigenschaften zunehmender 
Salzkonzentration. 

Durch die Zugabe von 069% Glyzerin bei gleichem K('- 
Gehalt treten wesentliche Anderungen im Leuchtvermégen aut. 
wie es die folgende Tabelle 6 zeigt. 



































Tabelle 6. 
KCl-Versuch mit 0°69% Glyzerin. 

k ems KCI-Gehalt Pr Leuchtgrade nach Stunden 
33 gs 22 5 to z 3 S a) | 3 | | 
So)ee\as(t2/2)} ¢ | £ | § | 28/22] 24 | 36 | 48 | 60 

See eee jek od Roper mi be! foi]! | 

l 

1] 50/15 | 5| 30) 100] */,, |0-75] 7-1 | 7-1] 0 r 0 0 
2 150/15 | 10 | 25} 100 | %,, |1°49] 771) 7-2]0 | 2-0! 6°83) 7:7 
3 | 50/15 | 15 | 20 | 100 | ¥,, |2-24] 7-1 | 7-2] 0 0, 75) 8-5 
4 | 50 | 15 | 20 | 15 | 100 | 4/, |2-98) 7-1 | 7-2 | 3-7 | 4°6 | 10-5) 10-0 
5 | 50 | 15 | 25 | 10 | 100 | %,, | 8°73] 7-1 | 7-2 | 4-8 | 7-7 | 18-0) 12-4 
6 | 50/15 | 30] 5 | 100 | %,, |4:47] 7-1 | 7-2] 1-9 | 9-3 | 18-3) 12-4 

| | 

















Das Leuchtmazimum liegt zwar wieder bei 6/10 n. KCl, 
jedoch sind die Leuchtwerte an sich bedeutend gestiegen und selbst 
bei den niederen Konzentrationen ist unter dem Einflusse des 
Glyzerins nicht unerhebliches Leuchten eingetreten. Es wurde auch 
wesentlich weniger Alkali gebildet, denn die p, -Zahlen sind von 
7-1 nur auf 7-2 gestiegen. 

Die Unterschiede im Verlauf der Lichtbildung mit und ohne 
Glyzerinbeigabe zeigen sich besonders in der graphischen Aus- 
wertung der Leuchtgrade, wie sie die Fig. 14 darstellt. Der Verlauf 
der Leuchtkurven ist eindeutig und klar und frei von eingestreu- 
ten Senkungen und erinnert hinsichtlich der Réhrchen 5 und 6 an 
den Zug der NaCl-Kurven 3 und 4 der Fig. 5. Dieser Vergleich 
allein zeigt tiberzeugend, daB die Isotonie nicht das wirksame 
Agens sein kann. Wire sie es, miiBten die Leuchtkurven der KCl- 
Proben 3 und 4 mit jenen der NaCl-Réhrchen 3 und 4 parallel 
laufen oder sich decken, was aber nicht der Fall ist. Das Kation 
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- wirkt erst bei weit héherer Konzentration ungefahr ebenso wie 
das Kation Na’. Es gestaltet die Glyzerinzugabe auch in diesem 
Malle die Entwicklung und das Leuchten stetiger in seinem Ver- 
auf und verhindert das Auftreten von eingestreuten Senkungen. 
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Fig. 14. 


Die auf die Vermehrung bezogenen Triibungszahlen sind im 
allgemeinen niedrig, wie aus der folgenden Zusammenstellung er- 
sichtlich ist. Auch Glyzerinzusitze erhéhen dieselben nur un- 


wesentlich. 
Tribungszahlen der KCl-Versuchsreihen. 
































| Triibungszahlen 
Kultur | Nr. nach Stunden 
24 | 36 | 48 | 60 
} 

| 2 | 1-0 | 95 | 18-0 | 18-5 
| 8 f 10 | 8-5 | 11-5 | 15-5 
KCl + Glyzerin| 4 | 8-7 | 13-0 | 22-5 | 25-4 
| 6 8-6 | 16°5 | 21-0 | 27-0 
6 | 5-0 | 14-5 | 15°5 | 25-0 
| 9 2-8 | 5°6 | 10°5 | 24:0 
3 | 3-0| 4-0 | 12-0 | 15-0 
KCl 4 | 8-0 | 15-5 | 17-0 | 22-0 
5 | 11:4 | 17-3 | 19-8 | 24°3 
6 | 5-4 | 13-4 | 15°9 | 20-9 
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Nach der Triibung beurteilt, wire das Vermehrunys- 
optimum mit und ohne Glyzerinzusatz bei der Konzentratioy 
des Réhrchens 5 anzunehmen, also bei 1/2 n. KCl, wihrend wir das 
Leuchtoptimum bei 6/10 n. KCl feststellen konnten. Es muB jedoch 
dazu bemerkt werden, daB das KCl die Bildung gréBerer Zell. 
formen und Verklebungen der Mikroben begiinstigt, was besonders 
fiir die héheren Konzentrationen gilt. Auch die friiher bei den 
Leuchtkurven 5 und 6 der Figur 13 hervorgehobenen eingefiigte, 
Abfialle diirften auf eine VergréBerung der lichtstreuenden Teil- 
chen durch Verklebung von Zellen zu Zellenhiéufchen zuriickzu- 
fiihren sein, wobei die Lichtausstrahlung ebenfalls vermindert wird. 
wenn auch nicht in so hervortretender Weise. 
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Aus den Kurvenscharen der Figuren 15 (mit Glyzerin) und 
16 (ohne Glyzerin) ersieht man mit gréBter Deutlichkeit die Regel- 
miBigkeit des Triibungsverlaufes wihrend des Wachstums (Kurven 
2T,37T,4T7,5T und 67). Die diinn gezeichneten Leuchtkurven 
zeigen bei den héheren Konzentrationen der Reihe ohne Glyzerin 
gar keinen Zusammenhang mit den dazugehérigen Triibungs- 
kurven, wie es ganz besonders 5Z und 57 und auch 6 LZ und 67 
der Fig. 16 dartun. Im ersteren Fall findet im Zeitintervall 25 
bis 27 Stunden ein Anstieg der Triibung (7) statt, wihrend gleich- 
zeitig das Leuchtvermégen zuriickgeht. Es hat fast den Anschein. 
als lige eine Stérung des iiblichen Zusammengehens von Wachstum 
und Leuchten vor. Durch die Darreichung von Glyzerin werden 
diese Diskrepanzen gréBtenteils vermieden, wie es aus den Kurven 
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der Fig. 15 hervorgeht. Die Leuchtkurven 5Z und 6Z steigen 
in den ersten 48 Stunden der Vermehrung steil an, wihrend die 
gugeordneten Triibungskurven einen allma&hlichen Anstieg auf- 
weisen. Nach 48 Stunden 146t das Leuchten allerdings auch rapid 
nach, obwohl die Triibung weiterhin stetig zunimmt. Die schwiche- 
ren KCl-Konzentrationen mit Glyzerin zeigen dagegen wihrend der 
ganzen Versuchsdauer eine gute Ubereinstimmung zwischen Trii- 


bung bzw. Vermehrung und Lichtentwicklung. 
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Fig. 16. 


KBr-Versuche. 


Bei diesen Versuchsreihen wurde das KCl durch KBr 4qui- 
valent ersetzt, so dab auch hier dieselben osmotischen Verhaltnisse 
obwalten. In Tabelle 7 sind die Zusammensetzungen der Nihr- 
lésungen, die p,-Zahlen und die Leuchtgrade nach den verschie- 
denen Wachstumszeiten zusammengefaBt. 


Tabelle 7. 
KBr-Versuch ohne Glyzerin. 
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6 ems KBr-Gehalt Pu Leuchtgrad nach Stunden 
28 é& 5 bo > 3 2 4 _& | | 
22/82 /%3/ 2/2] € | 8 | 28 | 32] 35 | 45 | 58 | 70 | 82 
2 |ag| 3 ae ee ee ee ae 

“ 
1150} 5] 45/100] 1, |1:19] 770/770] 0 |9 | 0 9 0 
2150] 10| 40/100] */,, |2°38] 7°0/ 7-4] 8 | 3-8 | 8-9/| 2-8 | 0 
3{50| 15 | 35 | 100] 3/,, |8:57] 7°0 | 7-5] 2-3) 5:0 | 4°5 | 1°8 | 1°6 
4150] 20.| 30 | 100] 4/,, |4:76] 7-0 | 7-4] 5:4] 6-0 | 3-2 | 2-6 | 4-9 
5150] 25 | 25 | 100} 5/,, |5°95] 7-0 | 7:3] 9°7| 5:3 | 5-2 | 5-0 | 4-7 
6|50! 30| 20 | 100] *,, | 7-14] 7:0 | 7°2 | 11°3/ 5-0 | 3-0 | 3°9 | 2-0 
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Schon nach 35 Stunden ist in der Kultur 6 die gr6éBte iiber- 
haupt beobachtete Leuchtstirke erreicht, also in der Probe mit 
6/10 n. KBr. Diese starke Lichtstrahlung hat jedoch nur eine sehr 
kurze Dauer, denn nach weiteren zehn Stunden ist sie unter die 
Halfte zuriickgegangen, um in der Folge allméhlich noch weiter 
zu fallen. Auch in der Probe 5 mit 1/2 n. KBr ist ebenfalls nach 
35stiindigem Wachstum der fiir dieses Réhrchen héchste Leucht- 
wert erreicht, der aber absolut kleiner ist als bei 6. Der Riickgang 
erfolgte aber weniger steil, so daB sich selbst nach 82 Stunden 
am Ende des Versuches noch immer eine gute Lichtbildung zeigte. 
Bei den Kulturen mit kleinerem KBr-Gehalt treten die Leucht- 
maxima erst nach 45 bzw. 58 Stunden auf. 
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Diese Verhiltnisse zeigen sich in der graphischen Darstellung 
der Fig. 17 besonders deutlich. Im allgemeinen bewirkt das KBr 
einen sehr raschen Anstieg des Leuchtens innerhalb der ersten 


35 Wachstumsstunden, wenn es in der Menge von 4/10—35/10 normal 
angewendet wird. 


Mit abnehmender Dosis tritt diese rapide Wirkung immer 
mehr zuriick. Es werden dann aber auch nur geringe Licht- 
mengen ausgesandt. Die stimulierenden Eigenschaften der gréBe- 
ren Konzentrationen sind bei KBr viel ausgeprigter als bei KC! 
oder gar NaCl. Dafiir ist bei KCl der Riickgang des Leuchtens 
bei den optimalen Konzentrationen sanfter und weniger steil. 


Auch hier andert die Anwesenheit von Glyzerin die Leucht- 
verhaltnisse einschneidend. Tabelle 8 zeigt den Aufbau und die 
Ergebnisse einer KBr-Versuchsreihe mit Glyzerin. 


Es bleibt wohl auch hier der Probe 6 das Leuchtmaximum 
erhalten, das aber niedriger liegt als ohne Glyzerin. Nach 
45 Stunden weist jedoch das Réhrchen 3 die griéBte Lichtintensitit 
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auf, die jener der Probe 6 nach 35 Stunden sehr nahe kommt. In 
diesem Leuchtstadium verbleibt nun die Kultur 3 bis zu etwa 
70 Stunden, um dann rasch fast zu erléschen. Die Proben 4 und 5 
erreichen diese Leuchtgrade tiberhaupt nicht, obwohl gerade die 
Kultur 5 selbst nach 82 Stunden noch gut leuchtet.. Die p,-Zahlen 
lassen erkennen, daf die 6/10 n. KBr enthaltenden Kulturen 
wenig alkalisch geworden sind und trotzdem bei p, = 72 die 
Leuchtmaxima aufweisen, einerlei ob Glyzerin vorhanden ist 


oder nicht. 


















































Tabelle 8. 
KBr-Versuch mit 0°69% Glyzerin. 

P ems KBr-Gehalt Pu Leuchtgrad nach Stunden 
ezlasise(<e|%/2] —£ | § | 22/32] 35 | 45 | 58 | 70 | 82 
Z jaalse FA a, =| & | Sa | ae | | 

e. & & | | 
1{50;15) 5 | 30 |100j) 1/,, |1°19] 7°0 | 7°70 | 0 0 0 0 0 
2 150) 15 | 10 | 25 100] 2/,, |2°381-7°0 | 7°24 0 4°0 | 6°5 | 7°70 | 0 
3 150) 15 | 15 | 20 |100) */,, | 3°57] 7-0 | 7°31 1°4 | 7°3 | 8-0 | 8-3 | 2-0 
4 150} 15 | 20 | 15 (100] 4/,, | 4°76] 7°0 | 7°3 | 3-1 | 5°7 | 5°0 | 4°0 | 3°8 
5 150) 15 | 25 | 10 1100] 5/,, |5°95] 7-0 | 7°2 | 3°9 | 6°0 | 62 | 4°9 | 6°0 
6 | 50) 15 a, 5D 100; °/,, he 7°0 | 7°24 9°2 | 4°0 | 6°8 | 4-0 3°5 








In Figur 18 sind diese Verhaltnisse in Kurven dargestellt, 
welche die Verschiedenheit gegeniiber dem Leuchten ohne Glyzerin- 
zusatz gut erkennen lassen. Die Kurven mit Ausnahme der dem 
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Fig. 18. 


Réhrehen 6 zugeordneten verlaufen héher und langsamer an- 
steigend, wiihrend die GréBe der Leuchtgrade nach den ersten 
35 Stunden beim Glyzerinzusatz vermindert erscheint. Besonders 
in den Rohrehen mittlerer Konzentration ist die Leuchtfahigkeit 


7T* 
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nicht unwesentlich gesteigert und verlingert, was iibrigens auch ~ 
fiir das Réhrchen 2 mit 2/10 n. KBr zutrifft (Kurve 2). Der Ver- © 
lauf des Leuchtens im Rohrchen 6 hat sich durch die Glyzerin. — 
zugabe nicht wesentlich geindert. Im Vergleich zum NaBr ist die — 


Férderung des Leuchtens durch KBr mit und ohne Glyzerin nur 
als gering zu bezeichnen. 


Auch die Kulturtriibungen beim Wachstum werden durch — 


KBr anders beeinfluBt als durch KCl, wie aus der folgenden Zu- 
sammenstellung der Triibungszahlen der KBr-Versuchsreihen zu 


entnehmen ist. 
Tribungszahlen der KBr-Versuchsreihen. 














Triibungszahl 
Kultur Nr. _ nach Stunden 
35 45 58 70 
2 5°6 | 14°6 | 23°6 | 36°6 
3 10°7 | 19°7 | 31°2 | 438°2 
KBr + Glyzerin|; 4 15°0 | 22°0 | 37°5 | 30°5 
5 17°4 | 19°4 | 20°7 | 27-4 
6 8-3 | 10°0 | 14°0 | 18-0 
2 8°5 | 18°2 | 26°9 | 31°2 
3 12°7 | 22°7 | 28°7 | 31°7 
KBr 4 15°7 | 27°2 | 29°2 | 36-2 
5 9°6 | 23°7 | 24°9 | 34°6 
6 9-2 | 11-2 | 12°2 | 17-2 

















Im allgemeinen sind die Triibungszahlen gréfer als bei deu 
Proben mit KCl, was besonders fiir die mittleren und niederen 
Konzentrationen hervorgehoben sei. Umgekehrt zeigen die Proben 
mit den héchsten Konzentrationen (6/10 n. KBr) kleinere Trii- 
bungswerte als die gleichen Proben mit KCl. 

Eine Ubersicht iiber den Verlauf der Triibungen bzw. des 
Wachstums in bezug auf die zugehérigen Leuchtkurven geben die 
Fig. 19 und 20, von denen sich die erstere auf die Versuchs- 
reihe mit Glyzerin bezieht. 


Die Kurven 37, 47 und 57 der Fig. 19 verlaufen an- 
steigend mit fortschreitender Wachstumszeit und dabei diver- 
gierend, wihrend beim Mangel an Glyzerin dieselben sanfter an- 
steigen und nicht auseinandergehen (Fig. 20). Bei niedriger Kon- 
zentration bewirkt der Glyzerinzusatz einen etwas héheren An- 
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stieg (Fig. 19, 2 7). Die Triibungen in den Proben 6 mit 6/10 n. KBr 
mit oder ohne Glyzerin verlaufen annihernd gleich. Zwischen den 
Leuchtgraden und den zugehérigen Triibungen herrschen bei den 
KBr-Versuchen ohne Riicksicht auf den Glyzerinzusatz mehr oder 
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Fig. 19. 
minder auffallende a rode ave Vielfach entsprechen ge- 
ringe Triibungswerte hohen Leuchtgraden und umgekehrt. Letzte- 
res zeigt sich besonders bei den Proben ohne Glyzerin in den 
Wachstumszeiten nach 45 Stunden und bei den mittleren Kon- 
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zentrationen (2, 3 und 4 der Fig. 20), waihrend die entsprechenden 
Kulturen mit Glyzerin eine bessere Ubereinstimmung in diesen 
Konzentrationsbereichen aufweisen. 

Um die Wirkung der Salze KCl und KBr ohne und mit Gly- 
zerin klar zu iiberschauen, erscheint es zweckmiBig, die Gréfe 
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der Leuchtgrade in jedem Réhrchen, also bei jeder Konzentra- 
tion dieser Salze, nach einer bestimmten Wachstumszeit heraus- — 
zuheben und mit diesen Werten eine graphische Darstellung 7 
anzufertigen, bei der die Abszisse die Marken in Zehntelnormal- | 
Salzmengen traigt. Dieselbe ist in Fig. 21 wiedergegeben. Dic © 
friihere Fig. 12 brachte ein Ahnliches Schaubild fiir die Licht- — 
wirkung bei NaCl und NaBr, welches mit dieser Figur unmittel- — 


bar vergleichbar ist. 


Wh ae : 
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Wenn man die nach 48 Stunden erhaltenen Leuchtwerte 
der KCl-Reihe in ihrer gegenseitigen Lage betrachtet, findet man 
einen ruckweisen Aufstieg des Leuchtens bei zunehmender Kon- 
zentration, so daf bei 4/10 und 6/10 n. KCl Leuchtspitzen er- 
scheinen. Der Zusatz von Glyzerin gldttet den Verlauf der Licht- 
zunahme mit der Erhéhung der Konzentration, wobei das 
Maximum in den Bereich von 6/10 n. KCl zu liegen kommt. 

Das KBr ohne Glyzerinzusatz bewirkt das Auftreten eines 
einzigen Leuchtmaximums nach 48 Stunden bei 4/10 n. KBr. Das- 
selbe ist aber kleiner als bei 4/10 n. KCl. Wir finden bis zum 
Maximum einen fast linearen sehr scharfen Anstieg und von dort 
weg einen fast ebenso gestalteten Abfall. Wenn wir Glyzerin 
zusetzen, erhalten wir auch bei der KBr-Reihe zwei Leucht- 
spitzen, eine bei 3/10 n. KBr und eine andere und geringere bei 
5/10 n. KBr. Die Verbindung der Leuchtgrade dieser KBr-Gly- 
zerinreihe ergibt eine Schaulinie, die einen Ahnlichen Verlauf auf- 
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weist wie jene der KCl-Proben ohne Glyzerin, aber gegen die 
geringere Konzentration zu verschoben. Im Falle des KBr wirkt 
demnach der Glyzerinzusatz in bezug auf die Bildung von 
Leuchtspitzen gerade umgekehrt wie bei KCl. Bei den KBr-Reihen 
férdert das Glyzerin die Lichterzeugung viel weniger als bei: den 
KCl-Proben. 

Vergleicht man die Kurvenschar der K-Reihen mit jener der 
Na-Versuche (Fig. 12), erkennt man sofort die grobe Verschieden- 
heit der Wirkung der Na- und K-Salze mit und ohne Glyzerin. 
Der Leuchtverlauf an sich und die Lage der Maxima zeigen sehr 
einschneidende Unterschiede. Nach diesen Befunden kann man 
von einer gegenseitigen Vertretbarkeit dieser Kationen und An- 
ionen bei gleichbleibender Wirkung in bezug auf das Leuchten 
wohl nicht sprechen. Jedes Salz der untersuchten Reihen hat sein 
eigenes Konzentrationsoptimum, das bei dem Photobazillus radians 
das beste Leuchten erzeugt. Es scheint der Fall so zu liegen, dai 
die verschiedenen Kationen und Anionen die Bakterien ver- 
anlassen, ihre eigenen osmotischen Plasmaverhidiltnisse fallweise 
einzustellen. In dieser Weise diirften sich besonders die Kationen 
(Cl! und Br’) bemerkbar machen. Jedenfalls kénnen sich die 
untersuchten Salze, auch in isotonischen Lésungen angewendet, 
nicht gegenseitig wirkungsgleich vertreten. 


Zusammenfassung. 


Die von Nordseefischen reingeziichtete Leuchtbakterienart 
wird morphologisch und physiologisch kurz charakterisiert und 
unter dem Namen Photobazillus radians als neue Art gefiihrt, mit 
der die beschriebenen Versuche ausgefiihrt wurden. 

Ohne Zugabe einer besonderen C-Quelle tritt das Leucht- 
optimum in der verwendeten Bouillon bei der NaCl-Konzentra- 
tion von 3/10 normal nach 48stiindigem Wachstum bei 16°C ein, 


Im NaCl-Versuch ohne Glyzerin als C-Quelle werden bei 
einer Menge von 6/10 n. NaCl Wachstum und Leuchten wesentlich 
verlangsamt, dafiir aber durch laingere Zeit steigend erhalten. 


Die mit Glyzerin kombinierten NaCl-Kulturen zeigen ihr 
optimales Leuchten bei einer Kochsalzmenge von _ ebenfalls 
3/10 normal nach 48stiindiger Zucht, jedoch wird dasselbe knapp 
an die Leuchtstirke der Probe mit 4/10 n. NaCl herabgedriickt. 
Glyzerin schwicht im Falle der NaCl-Kulturen das Leuchten sehr 
betrachtlich bei niedrigeren Konzentrationen als 3/10 normal, hebt 





104 , F, Fubrmann 


dasselbe aber fiir die héheren Konzentrationen iiber 4/10 norma! 
NaCl in den Wachstumszeiten nach 65 Stunden. 

NaBr ohne Glyzerin wirkt in einer Menge von 5/10 norma! 
nach 48 Stunden optimal auf das Leuchten, wobei dasselbe schon 
nach 22stiindiger Kultur stark zu bemerken ist. 


Bei NaBr mit Glyzerin wird die Leuchtfahigkeit sehr aus- 
giebig in den Proben’von 3/10 bis 6/10 normal gebessert, wobei das 
Optimum nach 48 Stunden in der Probe mit 6/10 normal fest- 
zustellen ist, dem sich die Leuchtgrade der Réhrchen 4 und 5 
aber sehr nd&hern. 

In den NaBr-Kulturen mit Glyzerin geht aber das Leuchten 
nach 48 Stunden rasch und stark zuriick. 

Bei demselben Kation Na’ ist die Wirkung der Anionen Cl’ 
und Br’ derart verschieden, da’ eine gegenseitige Vertretbar- 
keit der Salze NaCl und NaBr mit gleicher Wirksamkeit in iso- 
tonischen Lésungen nicht méglich ist. Die Anionen fuBern hin- 
sichtlich der Lichterzeugung unterschiedliche Wirkungen. 

KCl in einer Konzentration von 6/10 normal ohne Glyzerin 
ruft nach 37 Stunden ein Leuchtoptimum hervor, das nach einem 
leichten Riickgange in der Folge beibehalten wird. Es ist aber 
viel kleiner, als es bei NaCl in einer Konzentration von 3/10 normal 
nach 48 Stunden erreicht wird. Zur Erreichung eines raschen 
Leuchtanstieges braucht man bei Anwendung von KCl an Stelle 
des NaCl eine weit héhere Konzentration. 

Die Beigabe von Glyzerin in diesen KCl-Versuchsreihen 
1aBt diese Verschiebung in den Bereich héherer Konzentrationen 
besonders deutlich hervortreten. Nach 48 Stunden wird ein sehr 
hoch liegendes Optimum des Leuchtens bei 6/10 n. KCl erreicht, 
dem sich die Leuchtstirke der Probe mit 5/10 n. KCl sehr nihert. 

Das KBr wirkt in den ersten 35 Stunden des Wachstums 
auf das Leuchten in Mengen von 5/10 bis 6/10 normal auBerordent- 
lich stimulierend, denn nach dieser Zeit ist bereits das Leucht- 
optimum bei letzter Konzentration erreicht. 

Die Wirkung dieser optimalen Mengen bremst ein Gly- 
zerinzusatz in den ersten Ziichtungszeiten, was besonders fiir 
5/10 normal zum Ausdruck kommt. In den folgenden Wachstums- 
zeiten férdert das Glyzerin die Lichtbildung. 

Die K-Reihenversuche zeigen ebenfalls eine verschiedene 
KinfluBnahme der beiden Anionen auf die Lichterzeugung bei den 
verschiedenen Salzmengen. 
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Die versuchten Kaliumsalze zeigen die bessere Wirkung auf 
das Leuchten in héheren Konzentrationen von 5/10—6/10 normal. 
Das Kation K* beeinfluBt den LeuchtprozeB anders als Na’, 
weshalb es auch letzteres nicht vollwertig isotonisch dabei zu ver- 


treten vermag. 
KCl und KBr bewirken eine Neigung zur Verklebung der 


Mikrobenzellen in den Kulturen, besonders bei stirkeren Kon- 
zentrationen, wahrend diese Erscheinung in den Na-Kulturen nur 
bei groBem Salzreichtum eintritt. 

Wegen dieser Verklebungserscheinungen sind die ‘Triibungs- 
messungen nur mit Vorsicht zur Bestimmung der Vermehrung 
verwendbar. 

Es scheint das stirkere Leuchten keineswegs immer mit 
einer gréBeren Zellvermehrung zusammenzuhingen und umgekehrt 
trotz zunehmender Triibung die Lichterzeugung nicht nur nicht 
zu steigen, sondern bei héheren Konzentrationen sogar zu fallen. 


Tafelerklarung. 


Fig. 1. Hingender Tropfen, hergestellt in 0-3 n. NaCl-Lésung mit einer 
24stiindigen Agarkultur bei 18° C, mit JJK-Liésung behandelt. 1300- 
fach vergr. 

36stiindige Oberflichenkolonie auf Fischgelatine. 30fach vergr. 

Ausstrich der Aufschwemmung in 0-3 n. NaCl-Lésung einer 24stiin. 

digen Fischagarkultur, bei 18° C geziichtet. Farbung mit wdsseriger 

Methylenblaulisung. 1300fach vergr. 

Fig. 4. Ausstrich wie Fig. 3, jedoch mit verdiinnter Karbolfuchsinlésung 
gefairbt. 1300fach vergr. 

Fig. 5. Klatschpriparat einer 72stiindigen Oberflichenkolonie von einer 
neutralen Fischgelatineplatte, mit wisseriger Methylenblaulésung 
tingiert. 1300fach vergr. 

Fig. 6. Ausstrich von einer Gelatineplatten-Oberflichenkolonie nach 46- 
stiindigem Wachstum bei 16° C. Methylenblaufirbung. 1300fach 
vergr. 

Fig. 7 u. 8. Ausstriche einer 20stiindigen Fischagarkultur, bei 12° C ge- 
ziichtet. 1/; Karbolfuchsinfarbung nach Fixierung in Osmiumsdure- 
dimpfen. 750fach vergr. 

Fig. 9. Innenstrukturen des Photobacillus radians. Nach Ausstrichprapara- 
ten gezeichnet, die einer Aufschwemmung in 0-3 n, NaCl-Lésung ent- 
stammen. Firbung mit Methylenblau. Zirka 3000fach vergr. 

Fig. 10. Positiv einer Schwdrzungsreibe von den Kulturen mit verschiede- 
nem NaCl-Gehalt, oben ohne und unten mit einem Glyzerinzusatz. 
Die Zahlen geben die Kulturnummern in der Reihe und den Zehntel- 


normalgehalt von Salz an. 
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Uber ,,Ringverengerung“ bei der Bildung von 
inneren Athern (Oxyden) aus Glykolen 


(Oxidotetradekan aus 1, 14-Tetradekandiol) 


Von 


ADOLF FRANKE, ALFRED KROUPA und THEODORA PANZER 


Aus dem Analytischen Laboratorium der Universitat in Wien 


(Vorgelegt in der Sitzung am 28. Jainner 1932) 


Uber, die Einwirkung von Schwefelsiure auf hodhere di- 
primaire Glykole liegt bereits eine Reihe von Untersuchungen vor ’. 
In Fortsetzung dieser Arbeiten wurde nun das Verhalten von 
1, 14-Tetradekandiol bei der Wasserabspaltung mit Schwefelsiure 
untersucht. Das Glykol wurde im wesentlichen nach den Angaben 
von Cuuir? dargestellt, nur bei der Reduktion des Dodekamethylen- 
dikarbonsaureesters erwies es sich als vorteilhaft, statt in Athyl- 
alkohol in absolutem Amylalkohol zu reduzieren, woriiber im ex- 
perimentellen Teil dieser Arbeit ausfiihrlich berichtet wird. Bei 
der Behandlung mit Schwefelsiure gab das 1, 14-Tetradekandio! 
einen Kérper von der Bruttoformel C,,H,.,0, dem entsprechend 
seinem Siedepunkt, seiner Bestindigkeit gegen Kaliumpermanga- 
nat und metallisches Natrium bzw. Kalium Oxydstruktur zukom- 
men mu. Bei der Oxydation in Azetonlésung * wurde in guter 
Ausbeute m-Kaprinsiure erhalten, die durch das Aquivalent- 
gewicht, den Schmelzpunkt des Amids und den Mischschmelzpunkt 
mit n-Kaprinsiureamid nachgewiesen wurde. Bernsteinséure und 
Oxalsiure konnten nicht aufgefunden werden, wihrend beide 
Sauren bei der Oxydation von Oxyden mit wiasseriger Perman- 
ganatlésung bisher stets in reichlicher Menge gefunden wurden. 
Der Grund fiir das Fehlen der Bernsteinsaure liegt in der geringen 
Bestiindigkeit dieser Siure gegen Permanganat in Azetonlésung, 
wihrend sie gegen wisserige Permanganatlésung weitgehend be- 





1 Vgl. Franke und Krovupa, Monatsh. Chem. 56, 1930, S. 331—346, 
bzw. Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 139, 1930, S. 567—582. Daselbst ausfiihrliche 
Literaturangaben. 

2 Cuuit, Helv. chim. Acta 9, 1926, S. 272. 

’ Wisserige Kaliumpermanganatlésung reagiert mit héheren Oxyden 
wegen ihrer Unléslichkeit in Wasser nur 4uferst langsam. 
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stindig ist. Das ergab sich einerseits durch Oxydationsversuche 
an Bernsteinséure in w&sseriger und azetonischer Liésung, ander- 
seits durch Vergleichsversuche am Oxidodekan (C,,H.,O), dessen 
Oxydationsprodukte bei der Oxydation in waisseriger Perman- 
ganatlésung gut bekannt sind (Bernsteinsdiure, Oxalsiure, Kapron- 
siure). Mit Permanganat in Azetonlésung wurde n-Kapronsaure * 
erhalten, dagegen weder Bernsteinsiure noch Oxalsiure. Das 
Fehlen der Bernsteinsiure bei der Oxydation mit Kaliumperman- 
ganat in Azetonlésung ist damit aufgeklirt und es ergibt sich aus 
dem Auftreten von n-Kaprinsdure bei der Oxydation von Oxido- 
tetradekan der SchluB, daB diesem Kérper ebenso wie den bisher 
untersuchten héheren Oxyden 1, 5-Struktur zukommt’. 


C,H,,CH CH,CH,CH,CH, —> C,H,,CO0H 
Pergo 0 


Die Reaktion hat also auch in diesem Fall, wo sich die 
Hydroxyle in 1, 14-Stellung befinden, einen analogen Verlauf ge- 
nommen wie in den bisher untersuchten Fillen. Allerdings ist die 
Ausbeute beim Oxidotetradekan schlechter als beim Oxidodekan 
und Oxidododekan. Allgemein lift sich sagen; daf in den bisher 
untersuchten Fallen die Ausbeute an Oxyd um so geringer war, 
je weiter im Ausgangsmaterial die Hydroxylgruppen voneinander 
entfernt standen. 


Es bleibt nun beim Oxidotetradekan ebenso wie bei den 
anderen héheren Oxyden die Frage ungeklirt, ob nur 1, 5-Oxyd 
entsteht oder ob diesem Isomere beigemischt sind. Die theoreti- 
schen Erwaigungen, die das Auftreten von Isomeren erwarten 
lassen, sind bereits in einer friiheren Arbeit * mitgeteilt, so dab 
sich deren Wiederholung eriibrigt. Es soll an dieser Stelle nur 
darauf hingewiesen werden, dab bei dem dort angenommenen Re- 
aktionsmechanismus, der nunmehr‘ auch experimentell gestiitzt 





4 Die Saéure wurde iiber ihr Amid identifiziert. 

> Die ausfiihrliche Begriindung dafiir, daB der Oxydationsverlauf so 
zu deuten ist, findet sich Monatsh. Chem. 43, 1922, S. 178, bzw. Sitzb. Ak. 
Wiss. Wien (IIb) 131, 1922, S. 178. 

6 FRANKE und Krovupa, Monatsh. Chem. 56, 1930, S. 331—346, baw. 
Sitzb. Ak. Wiss. Wien (Il b) 739, 1930, S. 567—582, 

7 Die diesbeziiglichen Arbeiten von Franke und Mitarbeitern werden 
demnachst veréffentlicht. 
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ist, eine Ringverengerung auch iiber den sechsgliedrigen Ring 
hinaus mdglich scheint, so daB vom theoretischen Standpunkt 
aus auch mit der Méglichkeit des Auftretens von 1, 4-Oxyden ge- 
rechnet werden mu. Wir sind derzeit mit der Aufklarung dieser 
Fragen beschiftigt, und es ist uns in einem Falle, nimlich beim 
Oxidohexan, bereits gelungen, den Nachweis fiir das Vorhanden- 
sein von Isomeren zu fiihren, woriiber in naichster Zeit berichtet 
wird. Die Schwierigkeit des Nachweises von Isomeren liegt darin, 
daB die Oxyde indifferente Fliissigkeiten sind und Isomere (mit 
Ausnahme der , w’-Oxyde) keine geniigend groBe Siedepunkts- 
differenz erwarten lassen, um sie durch Destillation mit Sicher- 
heit zu erkennen oder gar zu trennen. Es scheint uns daher ndtig, 
die Oxyde in kristallisierte Derivate iiberzufiihren, um durch 
Untersuchung dieser die Frage zu kliren. Uber einen derartigen 
Versuch ist bereits berichtet worden*®. Durch Behandlung von 
Oxyden mit Bromwasserstoff wurden Dibromide erhalten, welche 
tiber die Nitrile in Dikarbonsdiuren (wir haben sie vorlaufig nach 
ihrer Entstehung als Alkylpimelinsaiuren bezeichnet) tibergefiihrt 
wurden. Eine Synthese von Alkylpimelinsiuren wird derzeit 
durchgefiihrt, um einen Vergleich mit den aus Oxyden erhaltenen 
Produkten zu erméglichen. Geeigneter fiir die Untersuchung der 
Oxyde erscheinen uns aber die Ketonsiuren, welche man als 
Zwischenprodukte der Oxydation der Oxyde unter geeigneten 
Versuchsbedingungen fassen kann. Uber die Darstellung dieser 
Kérper sowie iiber den Vergleich mit Ketonsiuren, die wir durch 
eindeutige Synthesen darstellen, wollen wir erst berichten, sobald 
ein gréBeres Beobachtungsmaterial vorliegt. 


Experimenteller Teil. 
A. Darstellung des Ausgangmaterials. 


1, 10-Dekandiol ® wurde durch Reduktion von Sebazinsaure- 
diithylester dargestellt. Durch Anwendung von konstant sieden- 
dem Ester (innerhalb eines Grades) konriten unter den gleichen 
Versuchsbedingungen wie friiher Ausbeuten bis 84% der Theorie 
erhalten werden. Das Glykol wurde mit trockenem Bromwasser- 
stoff in 1,10-Dibromdekan ° iibergefiihrt. Ausbeute 87% der Theorie. 





8 FRANKE und Kroupa, Monatsh. Chem. 56, 1930, 8. 347—357, bzw. 
Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 139, 1930, S. 583—593. 

® Ausfiihrliche Literaturangaben sowie Arbeitsvorschriften finden sich 
Monatsh. Chem. 56, 1930, 8S. 341, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 139, 1930, 


S. 576. 
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1, 12-Dodekamethylendikarbonsiure *°. 


Zur Darstellung der 1, 12-Dodekamethylendikarbonsiure 
wurden 95g Natrium in 100g tiber Bariumoxyd getrocknetem 
Alkohol gelést. Das entstandene Natriumithylat wurde in 669 
eisgekiihlten, frisch destillierten Malonester gegossen. Das Ge- 
misch erstarrte zu einer festen Masse, zu welcher allmihlich in 
kleinen Portionen unter fortwahrendem Umschiitteln 52-5 g Di- 
bromdekan zugefiigt wurden. Das Reaktionsgemisch, ein dick- 
fliissiger Brei, wurde nun unter wiederholtem Umschiitteln unter 
RiickfluBkiihlung einen Tag lang auf dem Wasserbad gekocht, wo- 
bei sich die Fliissigkeit braun firbte. Nun wurde mit einer Lésung 
von 50g Kaliumhydroxyd in wenig Wasser versetzt und das Ge- 
misch zur Verseifung des Dodekamethylentetrakarbonsidureesters 
drei Stunden auf dem Wasserbad gekocht. Nach Zusatz von Salz- 
siiure im UberschuB® fiel die Tetrakarbonsiure in gelben Flocken 
aus, welche leicht in Ather gelést werden konnten. Nach Abdestil- 
lieren des Athers wurde der Riickstand, eine schmutziggraue 
Kristallmasse, zur Abspaltung von Kohlendioxyd im Olbad lang- 
sam auf 180° erhitzt. Nach dem Erkalten schied sich die unreine 
Dikarbonsiure in Form einer graubraunen Kristallmasse ab. 


Dimethylester der Dodekamethylendikarbonsaure. 


Zur Darstellung des Esters wurde die ungereinigte Saéure in 
50 cm® absolutem Methylalkohol gelist, dazu langsam eine Mi- 
schung von 100 cm*® absolutem Methylalkohol und 30 cm*® konzen- 
trierte Schwefelsiure gegeben und das Gemisch fiinf Stunden am 
Wasserbad gekocht. Hierauf wurde auf Eis ausgegossen und der 
Ester mit Ather aufgenommen. Die itherische Lésung des Esters 
wurde mit Sodalésung bis zum Verschwinden der sauren Reaktion 
durchgeschiittelt, mit Wasser nachgewaschen und mit Chlorkalzium 
getrocknet. Bei der Destillation im Vakuum ging der Ester zwi- 
schen 195 und 197° iiber, Hauptmenge bei 196° (9-5 mm Druck). 
Aus 52-5 g Dibromid wurden 35:3 g Ester erhalten, das sind 70% 
der Theorie. 





10 BARROWCLIFF und Power, Journ. Chem. Soc. London 9/, 1907, S. 568; 
FRANKE und Hankam, Monatsh. Chem. 31, 1910, S. 188, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. 
Wien (IIb) 119, 1910, S. 188; Cxurr, Helv. chim. acta 9, 1926, S. 271; iiber 
eine andere Darstellungsweise vgl. Ber. D. ch. G. 44, 1911, S. 1923. 
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Aquivalentgewicht des Esters: 


Einwaage: 0°2277 g. Zugefiigt wurden 50 cm n/10 alkoholische Natronlauge 
(f 0°9964) und 2 Stunden gekocht. Zum Zuriicktitrieren wurden 
34:00 cm* n/10 Salzséure verbraucht. 


Aquivalentgewicht. Ber. 143. 
Gef. 144. 


1, 14-Tetradekandiol ». 


1. Darstellung in Athylalkoholischer Lésung. 


Eine Lésung von 72g des reinen Dimethylesters der Do- 
dekamethylendikarbonséure in 690g iiber Bariumoxyd getrock- 
netem Athylalkohol wurde auf 62g blankes Natrium flieBen ge- 
lassen. Dabei blieb das Reaktionsprodukt anfangs klar, wurde 
aber, sobald ungefihr die Halfte der Lésung zugefiigt war, triib 
und erstarrte schlieBlich zu einer Gallerte, die sich auch auf Zu- 
satz von Alkohol nicht léste. Nun wurde so lange erhitzt, bis 
keine Wasserstoffentwicklung zu bemerken war. Das Reaktions- 
produkt wurde vorsichtig mit Wasser versetzt und mit Wasser- 
dampf so lange destilliert, bis der Alkohol abdestilliert war und 
das Destillat anfing, triib iiberzugehen. Im Kolben verblieb eine 
weibe, dickbreiige Masse, die nicht filtrierbar war. Sie wurde mit 
kochendem Benzol erschépfend extrahiert. Beim Erkalten der 
Benzollésung kristallisierte der gré8te Teil des Glykols in feinen 
Nadeln aus. Die Ausbeute war — offenbar infolge des bei der 
Reduktion entstandenen Niederschlages, der den nichtreduzierten 
Ester einschlo&B — schlecht. Aus 72g Dimethylester wurden 
10 g Glykol erhalten, d. s. 22°5% der Theorie. 

Die Anteile von Dodekamethylendikarbonsidure, welche der 
Reduktion entgangen waren, lieSen sich aus den Extraktionsriick- 
stinden zum gré8ten Teil unverindert zuriickgewinnen und 
wieder weiter verarbeiten. Viel glatter verlief die Reduktion 


2. in amylalkoholischer Lésung. 


10g Dodekamethylendikarbonsiuremethylester wurden in 
183 g trockenem Amylalkohol gelést. Diese Lésung wurde in 
dickem Strahl auf 8-6 g blankes Natrium flieBen gelassen und, da 
die Reaktion wenig heftig vor sich ging, im Olbad erwirmt. Die 
Liésung blieb véllig klar. Sobald die Umsetzung vollstindig war, 
wurde das Reaktionsgemisch mit Wasser verdiinnt, wobei sich 
zwei Schichten abschieden. Nach dem Abtrennen der amylalko- 





1t Cuurt, Helv. chim. Acta 9, 1926, S. 272. 
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jolischen Schicht wurde diese mit Wasser gewaschen und zur 
Vertreibung des Amylalkohols einer Wasserdampfdestillation 
unterworfen. Der Destillationsriickstand wurde nach dem Ein- 
dampfen und Trocknen iiber Chlorkalzium mit Benzol ausgekocht. 
Beim Erkalten kristallisierte das Glykol in schénen Nadeln aus. 
Nach nochmaligem Umkristallisieren konnte es schmelzpunktsrein 
erhalten werden (Schmelzpunkt 84°5°). Aus 10g Dimethylester 
wurden 4:3 g Glykol erhalten, das sind 53% der Theorie. 


B. Darstellung und Strukturbeweis des Oxido- 
tetradekans. 


1. Darstellung des Oxyds Ci,H230. 


10g reinstes 1, 14-Tetradekandiol wurden in 500g 50% ige 
Schwefelsiure eingetragen. Das Gemisch wurde allmahlich durch 
vorsichtiges Erhitzen unter Ejinleiten von iiberhitztem Wasser- 
dampf konzentriert. Bei einer bestimmten Schwefelsiurekonzentra- 
tion léste sich das Glykol, und sehr bald waren im Kiihler Oltrépf- 
chen zu bemerken. Nun wurde unter méglichster Beibehaltung 
der Konzentration im Wasserdampfstrom erhitzt, wobei darauf 
geachtet wurde, daB das Oxyd langsam und gleichmiaBig tibergehe 
und kein Geruch nach Schwefeldioxyd auftrete. Gegen Ende der 
Reaktion muBte immer stiirker erhitzt werden, um noch Ol iiber- 
zutreiben. Sobald Verkohlung und ein deutlicher Geruch nach 
Schwefeldioxyd auftrat, wurde unterbrochen. 


Das Destillat wurde ausgeithert. Die vereinigten Ather- 
ausziige wurden iiber Chlorkalzium getrocknet, der Ather ab- 
destilliert und der Riickstand einer Vakuumdestillation unter- 
worfen. Das Sieden begann bei einem Druck von 12 mm bei 135° 
und die Hauptmenge ging bis 160° iiber. Dabei wurden an Roh- 
produkt aus je 10g Glykol 2-6g Oxyd erhalten. 5g des Roh- 
produktes wurden unter gewohnlichem Druck itiber metallischem 
Natrium destilliert, um sie von hydroxylhaltigen Produkten zu be- 
freien. Dabei gingen iiber: 


VOR 2O0-——2Ot" i. 2) bow eos os se thehikg 
ee) | a eee a 
eC eee ee. 


Bei der Destillation unter gewéhnlichem Druck konnten 
keinerlei Zersetzungserscheinungen wahrgenommen werden. Die 
Substanz wurde nun nochmals einer Destillation unter gewdhn- 
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lichem Druck, diesmal ohne Natrium, unterworfen. Dabei ginge\: 
iiber: 


von 200—257°. . ..... =. 12¢g 
Ow SS ce kk te ee 
eee es OT Oe 


Die Substanz war nach der Destillation vollkommen wasser- 
hell und etwas dickfliissig. 

Zur Reinigung der Substanz von Beimengungen ungesit- 
tigter Verbindungen wurde an die einzelnen Fraktionen Brom 
addiert. Zu diesem Zwecke wurde die Substanz in Chloroform 
gelést und gut gekiihlt. Dabei verbrauchten: 


Fraktion 250—257° (1-2) 0-4 g Br 
»  257—265° (239) 0:45 9 Br 
»  265—269° (0-7 g) 015g Br 


Die drei Fraktionen ** wurden vereinigt, mit Wasser gut 
gewaschen und mit Chlorkalzium getrocknet. Nach dem Ab- 
dampfen des Chloroforms wurde im Vakuum fraktioniert, um das 
Oxyd von den ungesittigten Verbindungen, die nunmehr in Form 
von Bromadditionsprodukten vorlagen, zu trennen. 

Bei einem Druck von 11mm begann das Sieden bei 127°. 
Die Hauptmenge ging zwischen 134 und 142° iiber. Beim Offnen 
des Kolbens war kaum Bromwasserstoff zu bemerken, ein Zeichen, 
daB keine sehr starke Zersetzung eingetreten war. Im Kolben 
blieb ein brauner, sehr dickfliissiger Kérper zuriick. 

Nun wurde das Produkt einer Vakuumdestillation iiber 
metallischem Natrium unterworfen, um das noch vorhandene Brom 
zu binden. Bei 12 mm gingen iiber: 
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Das Produkt war ein gelb gefirbtes Ol. 

Bei nochmaliger Destillation der Hauptfraktion unter ge- 
woéhnlichem Druck wurden zwei Fraktionen, die erste von 250 
bis 260°, die zweite von 263—267° aufgefangen. Auch dieses Pro- 
dukt war noch gelb gefirbt. 

Die Hauptfraktion wurde nun auf Halogen gepriift. Dabei 
konnte ein duBerst geringer Niederschlag von Silberbromid er- 





12 Das Produkt wurde durch Stehen an der Luft braun und schlieBlich 
fast schwarz. 
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alten werden. SchlieBlich wurde das Oxyd, um es von den letzten 
gromresten zu befreien, iiber metallisches Kalium destilliert. 
Sabei wurde ein Vorlauf bis zu 259° abgetrennt. Die Haupt- 
fraktion (1:3 g) ging zwischen 259 und 262° iiber. Dieses Produkt 


addierte kein Brom mehr. 


Elementaranalyse: 

[. 0°1275g Substanz gaben 0°3759g CO, und 0°1543g H,O 
ll. O°1521g 3 y, »  0°44838g CO, ,, 0°183 g H,O. 
Gef.: I. © 80°41, H13°54; II. C 80°38, H 13°51. 

Ber. fiir C,,H,,0: C 79°16, H 13-3. 


Erst nach nochmaliger Destillation konnte endlich ein 
reines Produkt isoliert werden. Das Oxyd ist ein farbloses, diinn- 
fliissiges Ol von schwachem, eigenartigem Geruch, das bei Atmo- 
sphirendruck unzersetzt zwischen 259 und 262° (unkorr.) siedet. 


Elementaranalyse: 

1. 0°0744g Substanz gaben 0°2166g CO, und 0°0864g H,O 
Il. 0°0879 g * ; 0°2557g CO, ,, 0°1030g H,0. 
Gef.: II. C 79°4, H13-00; Il. C 79°34, H 13°11. 

Ber. fiir C,,H,,0: C 79°16, H 13°30. 


Molekulargewichtsbestimmung nach BLeyer-Koun*®: 


I. 00226 g Substanz gaben, in Anilindampf (Konstante 1060) bei 12 mm ver- 
gast, eine Druckerhéhung von 112 mm Paraffindl. 
ll. 0°0238g Substanz gaben ebenso eine Druckerhéhung von 118 mm. 


Gef.: I, M 213°9, II. M 213°8. 
Ber. fiir C,,H,,0: M 212-2. 


2. Oxydation des Oxidotetradekans in Azetonlésung **. 


1-012 g reinstes Oxyd wurden mit 320cm*® einer 1%igen 
Lésung von Kaliumpermanganat in absolutem Azeton (auf 1 Mol 
C,,H,,0 60) versetzt und bis zur Entfairbung stehen gelassen. 
Nach 60 Stunden war die Lésung entfarbt. 

Nun wurde so lange eine wisserige Lésung von schwefeliger 
Saiure zugesetzt, bis der bei der Oxydation gebildete Braunstein 
reduziert war. Hierauf wurde die Lésung mit 20%iger Natron- 
lauge deutlich alkalisch gemacht und das Azeton im Wasserdampf- 
strom abdestilliert. Nach einiger Zeit wurde die itibergehende 
Fliissigkeit triib und etwas Ol (wahrscheinlich unverindertes 


1s BueYeER und Koun, Monatsh. Chem. 20, 1899, S. 505 und 909, bzw. 
Sitzb. Ak. Wiss. Wien (IIb) 108, 1899, S. 505 u. 909. 


14 Zur Oxydation in Azetonlésung vgl. Sacus, Ber. D. ch. G. 34, 
1901, S. 497; GinsBeRG, Ber. D. ch. G. 36, 1903, S. 2708, Anm. 1. 
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Oxyd) ging itiber. Diese Fraktion wurde besonders aufgefangen. 
Sobald kein Ol mehr iiberging, wurde die Destillation unter- 
brochen. Nun wurden zum Destillationsriickstand 2 n-Schwefel- 
siure im Uberschu8 zugegeben und so lange destilliert, bis das 
Destillat nicht mehr sauer reagierte. Dabei ging ein Ol iiber, 
welches in der Vorlage erstarrte und einen deutlich ranzigen 
Geruch zeigte. 


a) Destillat, 


Das gesamte wisserige Destillat wurde mit 75 cm*® 2 n-Na- 
tronlauge deutlich alkalisch gemacht, zur Entfernung des unver- 
brauchten Oxyds ausgeithert (es wurden 0:-43g Oxyd zuriick- 
erhalten) und am Wasserbad eingeengt. Hierauf wurde mit Schwe- 
felsiure angesiuert und im Apparat nach Schacherl mit Ather 
extrahiert. Nach dem vorsichtigen Abdampfen des Athers wurde 
der Riickstand mit verdiinnter Natronlauge neutralisiert. Nun 
wurde wieder angesiuert, im Apparat von Schacherl mit Ather 
extrahiert und nach dem Verdampfen des Athers und Trocknen 
zur Gewichtskonstanz mit n/10-Natronlauge titriert. 


Dabei verbrauchten 0°2269 g Sadure 13°25 cm* n/10 Natronlauge (f 1°0025). 
Aquivalentgewicht gef.: 170°8. 
Ber. fiir C,,H,,0,: 172-2. 


Die Séure wurde nun mit Thionylchlorid iiber das Saure- 
chlorid nach der von H. Meyer*® angegebenen Methode in das 
Sdureamid tibergefiihrt. Das Amid wurde mehrmals aus Ather um- 
kristallisiert. Bei einer Schmelzpunktsbestimmung begann es bei 
96°5° zu sintern und schmolz klar bei 98°. Ein aus kaéuflichem 
Kaprinsiureithylester auf die gleiche Weise (Verseifung des 
Esters, Uberfiihren iiber das Siurechlorid in das Amid) gewonne- 
nes Amid der Kaprinsdiure zeigte dasselbe Verhalten. Ein Misch- 
schmelzpunkt der beiden Substanzen zeigte keine Depression. 


b) Destillationsriickstand. 


Die nach der Wasserdampfdestillation im Kolben verblei- 
bende Fliissigkeit wurde auf ein kleines Volumen eingeengt und 
im Apparat nach Schacherl mit Ather erschiépfend extrahiert. 
Nach dem Abdampfen des Athers blieb eine geringe Menge einer 
dligen Substanz zuriick (00221 g). Sie wurde im Wasser gelést 





15 H. Meyer, Monatsh. Chem. 22, 1901, S. 417, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. 
Wien (IIb) 1170, 1901, S. 417. 
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und mit Kalkwasser titriert. Dazu wurde 1cm* Kalkwasser ver- 
praucht (10 cm* Kalkwasser entsprechen 4:4 cm* n/10-Salzsiure), 
dabei fiel kein Niederschlag aus, also keine Oxalsiure. Die ange- 
wandte Menge Kalkwasser entspriche etwa 2 mg Bernsteinsdure. 


3. Oxydation des 1, 5-Oxidodekans, 


1, 5-Oxidodekan, auf die von A. Franke ** angegebene Weise 
aus 1,10-Dekandiol gewonnen, wurde nun zum Vergleich des 
Oxydationsverlaufes in wasseriger Lésung auch in azetonischer 
Lésung mit Kaliumpermanganat oxydiert. Zu diesem Zwecke 
wurden 1°56 g Oxyd mit 630 cm* einer 1%igen Lésung von Kalium- 
permanganat in absolutem Azeton bei einer Temperatur von zirka 
30° bis zur Entfairbung stehen gelassen (zirka 2% Tage). Das 
Azeton wurde abdestilliert und der Braunstein mit saurer Ferro- 
sulfatlésung in Lésung gebracht. Die saure Lésung wurde nun 
einer Wasserdampfdestillation unterworfen und so lange destilliert, 
bis das Destillat nicht mehr sauer reagierte. 


a) Destillat. 


Das Destillat wurde mit n/2-Natronlauge deutlich alkalisch 
vemacht, zur Entfernung des nicht angegriffenen Oxyds mit Ather 
ausgeschiittelt (0°8 g) und am Wasserbad etwas eingeengt. Nach 
dem Ansiuern wurde im Apparat nach Schacherl mit Ather er- 
schépfend extrahiert und der Ather entfernt. Die Siaure wurde 
nun auf die oben angegebene Weise in das Amid tibergefiihrt. Das 
Amid lieB sich aus Wasser umkristallisieren und zeigte den 
Schmelzpunkt 98-5° (0-13 q) *. 


b) Destillationsrtickstand. 


Die im Kolben nach der Wasserdampfdestillation verblei- 
bende Fliissigkeit wurde zur Gewinnung der fixen Saiuren im Ap- 
parat nach Schacherl mit Ather extrahiert. Nach dem Verdamp- 
fen des Athers blieb eine nur wenig braune 6lige Masse zuriick 
(0°1834 g). Bei der Titration mit Kalkwasser (10 cm*® Kalkwasser 
entsprechen 4:4 cm* n/10-Salzsiure) wurden zirka 35cm* (ent- 
sprechend 1°54 cm*® n-Lauge) verbraucht. Dabei fiel ein brauner, 
flockigar Niederschlag aus (Eisenhydroxyd). Der Niederschlag 
wurde ‘abfiltriert, das Filtrat angesiiuert und mit Ather erschép- 





16 A. FRANKE, Monatsh. Chem. 53 u. 54, 1929, S. 580, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. 
Wien (IIb) 138, Suppl. 1929, S. 580. 
17 Schmelzpunkt des Kapronamids 98 bis 100°. 
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fend extrahiert. Dabei blieb nach dem Verdampfen des Athers ein 
ganz geringe Menge eines gelben, éligen Riickstandes (0-0162 g . 
von dessen weiterer Untersuchung abgesehen wurde. 


4, Oxydation von Bernsteinsdure. 


a) In azetonischer Lésung. 

Kine Lésung von 0°737g Kaliumpermanganat in 739 ab- 
solutem Azeton wurde mit 0-118 g reiner Bernsteinsiure bei 30 bis 
40° stehen gelassen. Sobald die Lésung vdéllig entfirbt war (nacli 
drei Tagen), wurde das Azeton abdestilliert, der Braunstein durch 
eine wisserige Lésung von schwefeliger Siure zerstért und die 
Fliissigkeit eingeengt. Hierauf wurde im Apparat nach Schacher! 
erschépfend extrahiert. Nach dem Verdampfen des Athers blieben 
0-0684 g Bernsteinsiure (Oxalsiure ist keine vorhanden, weil 
Kalkwasser keine Triibung erzeugt), d. s. 57-°9% der angewandten 
Menge, zuriick. Dieser Teil der Bernsteinsiure war der Oxydation 
entgangen, weil das Permanganat vom Azeton selbst teilweise 


verbraucht wurde. Ein Kontrollversuch ergab, da eine gleich- 


prozentige azetonige Permanganatlésung bei 40° nach fiinftitigem 
Stehen entfirbt war. 


b) In wasseriger Lésung. 


Kine Lésung von 0°737q Kaliumpermanganat in 73 cm’ 
Wasser wurde mit 0-118 g Bernsteinsiure bei gleicher Temperatur 
gleich lang wie oben stehen gelassen. Dabei schied sich nur ganz 
wenig Braunstein ab. Der Braunstein und das noch vorhandene 
Kaliumpermanganat wurden mit einer wisserigen Liésung von 
schwefeliger Siure zersetzt und die Lésung eingeengt. Hierauf 
wurde im Apparat nach Schacherl mit Ather erschépfend ex- 
trahiert. Nach dem Abdampfen des Athers blieben 0-1166 g Bern- 
steinsiure zuriick, d. s. 98°7% der angewandten Menge. Beim 
Versetzen mit Kalkwasser zeigte sich auch hier keine Triibung. 
Die Bernsteinsiure wurde also in wisseriger Lésung unter den 
gleichen Umstinden wie in einer Liésung von absolutem Azeton 
gar nicht oder nur ganz wenig angegriffen. 
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Uber die Dehydrierung von Sapogenin 
Konstitution und Synthese von Sapotalin 


Von 


ERNST SPATH 
wirkl. Mitglied der Akademie der Wissenschaften 


und 


OTTO HROMATKA 
Aus dem II. Chemischen Laboratorium der Universitit in Wien 


(Vorgelegt in der Sitzung am 25, Februar 1932) 


Unter den Reaktionen, welche einen Ejinblick in die Kon- 
stitution komplizierterer hydroaromatischer Systeme gewihren, 
nimmt die Dehydrierung mit Schwefel, oder besser mit Selen, 
eine wichtige Stellung ein. Sie hat in neuerer Zeit auch auf dem 
Gebiete der Sapogenine, der zuckerfreien Abbauprodukte von 
Saponinen, Anwendung gefunden. Unter den Produkten, die die 
Dehydrierungsreaktion dieser Stoffe liefert, herrscht ein Kohlen- 
wasserstoff C,,H,, vor, dessen Pikrat bei 127—128° schmilzt; das 
Styphnat weist den F. P. 152—153° auf. Ruzicka * stellte fest, dab 
die Mehrzahl der untersuchten Sapogenine beziiglich dieser Re- 
aktion gleiches Verhalten zeigt, und nannte das wichtige Abbau- 
produkt C,,H,, Sapotalin. Die Oxydation mit Kaliumferrizyanid 
ergab eine Trikarbonséure, deren Ester rein gefait werden 
konnten; ihre Analyse fiihrte zu dem SchluB, daf die Saure eine 
Trikarbonsiure des Naphthalins von der Formel C,,H,O, ist, so 
da8 das Sapotalin die Konstitution eines Trimethylnaphthalins 
besitzen muB. Uber die Stellung der Methylgruppen in der Sapo- 
talinmolekel konnten von Ruzicka keine Aussagen gemacht werden. 
Ahnliche Stoffe, die wahrscheinlich mit Sapotalin identisch sind, 
wurden in letzter Zeit auch bei der Dehydrierung anderer Natur- 
stoffe aufgefunden, so aus Amyrinen’? und Harzsiuren (Bos- 


wellinséure) *. 





1 L. Ruzicka und A. G. vAN VEEN, Rec. trav. chim. Pays Bas 48, 1929, 
S. 1022; Z. physiol. Chem. 184, 1929, S. 69. 

2 L, Ruzicka, H. W. Huyser, M. Preirrer, ©. F. Semet, Ann. 471, 1929, 
S. 21; O. Brunner, Monatsh. Chem. 50, 1928, S. 284, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. 
Wien (IIb) 137, 1928, S. 760. 

3 K. Beaucourt, Monatsh. Chem. 55, 1930, S. 185, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. 
Wien (IIb) 139, 1930, S. 101. 
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Wir haben die Dehydrierung des Sapotalins niher studieit. 


erhielten einige bisher nicht beschriebene Dehydrierungsprodukie 


und konnten schlieBlich die Konstitution des Sapotalins durch 


Abbau und Synthese bestimmen. Wie die meisten Autoren vor 


uns haben wir unsere Untersuchungen am Gypsophila-Sapogenin 


(Albsapogenin) ausgefiihrt, das wir aus Merckschem Saponinum 


purum album gewannen. Wir erhielten bei der Dehydrierung mit 
Selen in ungefihr 18% Ausbeute als Hauptprodukt Sapotalin, fiir 
dessen Pikrat wir den F. P. 127-5—128-5° fanden, wihrend das 
Styphnat bei 155—157° und das Trinitro-m-kresolat bei 151 bis 
153° schmolz. Auer Sapotalin konnten wir aus den _héher- 
siedenden Anteilen der Dehydrierungsprodukte noch weitere vier 
Kohlenwasserstoffe isolieren, die einheitliche Kérper vorstellen. 
Ein Kohlenwasserstoff vom F. P. 126—127° zeigte den Siedepunkt 
von ungefihr 120° (Luftbadtemperatur) bei 0-0012 mm Hg Druck 
und lieferte ein Pikrat, dessen F.P. bei 161—163° lag. Duets * 
erhielt bei der Dehydrierung des Cholesterins mit Selen einen 
Kohlenwasserstoff C,,H,, vom F.P.125°, doch gibt er fiir den 
Schmelzpunkt des Pikrates 117° an, so daB die Identitaét dieses 
Stoffes mit dem von uns aus Sapogenin gewonnenen nicht wahr- 
scheinlich ist. Ein weiteres Dehydrierungsprodukt ging bei 170 
und 0-0012 mm Druck iiber. Der Kohlenwasserstoff bildete farb- 
lose Nadeln, die bei 116° schmolzen; das Pikrat zeigt den F. P. 
213—215°. Wir fanden ferner zwei schwer fliichtige Kohlen- 
wasserstoffe auf, die durch ihre geringe Léslichkeit in organischen 
Lésungsmitteln auffielen und beim Behandeln des Rohproduktes 
mit Ather zum Teil auskristallisierten. Ihre Trennung war sehr 
schwierig und ist im experimentellen Teil beschrieben. Der eine 
Kohlenwasserstoff sublimierte im Hochvakuum bei zirka 210° und 
wies den F. P. 228—230-5° auf. Ob diese Verbindung eine reine, 
einheitliche Substanz ist, kénnen wir nicht sicher behaupten. DIELs 
beschreibt in seiner zitierten Arbeit einen Kohlenwasserstoff C.;H.,. 
der nach dem Umkristallisieren aus Eisessig bei 219° schmolz; wir 
haben diesen Kérper nach der Vorschrift von Diets dargestellt 
und konnten den Schmelzpunkt desselben auf 227—228° erhéhen; 
die Mischprobe mit dem aus Sapogenin erhaltenen Ké6rper zeigte 
jedoch, daB die beiden Stoffe nicht identisch sein kénnen. Aus 
der bei 220-—230° im Hochvakuum iibergehenden Fraktion konn- 
ten wir noch einen fiinften Kohlenwasserstoff gewinnen, dessen 





4 O. Diets, W. GApDKE, P. Korpine, Ann. 459, 1927, 8S. 1. 
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Schmelzpunkt durch miihsames, fortgesetztes Umkristallisieren bis 
304—305° gesteigert werden konnte. 


Um die Stellung der Methylgruppen am Naphthalinkern 
der Sapotalinmolekel festzustellen, oxydierten wir zundchst eine 
wisserige Suspension des Kohlenwasserstoffes bei Siedehitze mit 
Kaliumpermanganat. Aus der Reaktionsfliissigkeit gewannen wir 
in ungefihr gleicher Menge zwei Siuren, in denen wir die Benzol- 
|,2,4-trikarbonsiiure (Trimellithsaiure) und die Benzol-1, 2, 3, 4- 
tetrakarbonsiure (Mellophansiiure) erkannten. Zur Trennung de- 
stillierten wir das Gemisch der Methylester im Hochvakuum; die 
hei 100—140° (Luftbadtemperatur) iibergehende Fraktion bestand 
eréBtenteils aus dem 6ligen Trimellithsiuremethylester. Er wurde 
mit Salpetersiure (Dichte 1-3) auf dem Wasserbad verseift und 
die freie Siure mit Ammoniak in die Imidkarbonsaure ver- 
wandelt; der Schmelzpunkt dieser Verbindung lag bei 266—267” 
und wurde durch Vermischen mit einer Probe von Trimellithsaure- 
imidkarbonsdure, die aus Chelidonin’ dargestellt wurde, nicht 
erniedrigt. Die bei 140—180° iibergehende Esterfraktion lieferte 
beim Umkristallisieren reinen Mellophansiuretetramethylester vom 
F, P. 131—132°; die Mischung mit einem aus Bulbokapnin® ge- 
wonnenen Priparat der gleichen Konstitution zeigte keine 
Schmelzpunktsdepression. 

Dieses Ergebnis der Oxydation gestattet, da unter den 
Versuchsbedingungen an eine Entstehung der Trimellithsdure aus 
Mellophansadure nicht zu denken ist, die Zah] der fiir Trimethyl- 
naphthalin méglichen Formeln (14) fiir das Sapotalin auf drei zu 
hbeschranken: 
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Die Verbindung I ist bekannt; sie wurde von v. BAryer und 
VILLIGER* aus Jonon dargestellt, und diese Autoren geben den 
F. P. des Pikrates mit 122—123° an. Wir haben die Verbindung Ii 
synthetisiert; die Synthese fiihrte iiber folgende Zwischenstufen: 


> E. Spatu, F. Kurrner, Ber. D. ch. G. 64, 1931, 8. 370. 
6 k. SpAtu, H. Hotter, R. Poseca, Ber. D. ch. G. 61, 1928, 8. 322. 
7 A. v. Baryer, V. Vitiicrr, Ber. D. ch. G. 32, 1899, 8. 2429. 
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B-p-Tolylathylalkohol erhielten wir nach einer Vorschrift von 
V. GrignarD * in tiber 80% Ausbeute. Fiir das daraus durch Er- 
hitzen mit Bromwasserstoff entstehende Bromid fanden wir in 
Ubereinstimmung mit v. Braun® den Siedepunkt 115° bei 16 mm 
Hg. Durch Kondensation dieses Bromides mit Methylmalonester 
unter dem Ejinflu{B von Natriumithylat gewannen wir den Di- 
aithylester der Siure IV, der durch Verseifen in die Dikarbon- 
siure IV und durch Abspaltung von CO, in die Monokarbon- 
siiure V iibergefiihrt wurde. Aus dem mittels Thionylchlorids er- 
haltlichen Chlorid stellten wir zur Charakterisierung der Séure 
das Amid dar, das den F. P. 146—149° zeigte. Das Saurechlorid 
lieferte beim innermolekularen Ringschlu8B mit Aluminiumchlorid 
das Keton VI, das durch sein Semikarbazon charakterisiert wurde. 
Bei der Einwirkung von Methylmagnesiumjodid auf das Keton V! 
entsteht ein Alkohol VII, den wir jedoch nicht isolierten, son- 
dern durch Wasserabspaltung mit Essigsiureanhydrid sogleich in 
den Kohlenwasserstoff VIII iiberfiihrten. Die Dehydrierung dieses 
1, 2, 7-Trimethyl-3, 4-dihydronaphthalins erreichten wir sowohl 
katalytisch mit Palladium-Tierkohle bei 200° als auch durch Ein- 


8 V. GrignArD, Ann. chim. phys. [8] 10, 1907, S. 23. 
9 J. v. Braun, K. Wirz, Ber. D. ch. G. 60, 1927, S. 102. 
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wirkung von Selen bei 300°. Das so entstandene 1, 2, 7-Trimethy!- 
naphthalin IX war ein stark riechendes, farbloses Ol und wurde 
durch die Darstellung des Pikrates, Styphnates und Trinitro-m- 
kresolates charakterisiert. Die Schmelz- und Mischschmelzpunkte 
dieser drei Derivate erwiesen, daB das Sapotalin mit dem 1, 2, 7- 
Trimethyl-naphthalin identisch ist. 

Dieser Kohlenwasserstoff wird wahrscheinlich einen wesent- 
lichen Bestandteil der Molekel des Albsapogenins vorstellen. 


Experimenteller Teil. 
Dehydrierung des Sapogenins. 


10g Sapogenin wurden mit 10g rotem Selen verrieben und 
im Stickstoffstrom wihrend 30 Stunden auf 300—340° erhitzt. 
Der Kolben war durch Schliff mit einem Riickflubkiihler und zwei 
mit Kohlenséure-Azeton gekiithlten Vorlagen verbunden. In den 
Vorlagen sammelte sich dabei Wasser an und ein sehr _ iibel- 
riechendes Ol (Voriauf A, 2-5 q). 

Der Kolbeninhalt wurde mit Ather behandelt. Die Haupt- 
menge des Reaktionsproduktes léste sich mit gelbgriiner 
Fluoreszenz (Lésung B). Als Riickstand blieb ein schwarzer 
Selenkuchen und eine braune kristallisierte Substanz C. 

Der Abdampfriickstand der Atherlésung B wurde fraktio- 
niert destilliert. Die im folgenden angegebenen Temperaturen 
sind Luftbadtemperaturen und geben nicht die Siedepunkte der 
Substanzen an. 

Fraktion I: bei 12mm Hg bis 120°, wurde mit dem Vor- 
lauf A vereinigt. 

Fraktion II: bei 12 mm Druck und 120—-180°. 

Fraktion III: bei 0-001 mm Druck und 100—200°. 

Fraktion IV: bei 0-015 mm Druck und 200—290’. 

Weiteres Fraktionieren der Fraktion Il gab nach einem Vor- 
lauf bis 120°, der ebenfalls mit A vereinigt wurde, eine Frak- 
tion II b bei 120—160°, 1-83 g eines hellgelben Oles, das mit einer 
heiBgesittigten alkoholischen Lésung von 2°46 g Pikrinsdure ver- 
setzt wurde und dadurch 2-18 g Pikrat lieferte. Nach mehrmali- 
gem Umkristallisieren lag der F.P. bei 127-5—128-5°. Das so 
erhaltene Sapotalinpikrat bildete orangerote Nadeln. 


Analyse: 
3°896 mg Substanz gaben 8°175 mg CO, und 1°640 mg H,0. 
C,,H,,.C,H,O,N,. Ber. C 57°12, H 4°29%. 
Gef. C 57°23, H 4°71%. 
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Ein Teil des Pikrates wurde in 1%ige Natronlauge ge 
bracht und der in Freiheit gesetzte Kohlenwasserstoff mit Wasser- 
dampf iiberdestilliert. Das Destillat wurde mit Ather ausgeschiit- 
telt und das Sapotalin nochmals iiber Natrium destilliert. Durch 
Zusatz einer heibgesittigten Liésung von Styphninsdiure bzw. von 
Trinitro-m-kresol wurden die betreffenden Derivate des Sapo- 
talins dargestellt. Styphnat: gelbe Nadeln, F. P. 155—157°; Tri- 
nitro-m-kresolat: gelbe Nadeln, schwer léslich in Alkohol, F. P. 
151—153°. 


Analyse des Styphnates: 


3°956 mg Substanz gaben 7°895 mg CO, und 1°495 mg H,0O. 
C,,H,,.C,H,O,N;. Ber. C 54°92, H 4°13%. 
Gef. C 54°43, H 4°23%. 


Fraktion Ile, Nachlauf,. wurde mit III vereinigt; die De- 
stillation von III ergab eine Fraktion III a, 100—150° bei 0-0012 mm 
Hg, wobei die Hauptmenge bei 120° iiberging. 0-75 g eines beweg- 
lichen Oles, das mit einer alkoholischen Lisung von 1g Pikrin- 
siure versetzt wurde. Die beim Erkalten abgeschiedenen Kristalle 
wurden durch Abpressen mit Filtrierpapier von verunreinigenden 
harzigen Massen gréBtenteils befreit und wogen nach dem Um- 
kristallisieren aus absolutem Alkohol 0-2 g. Orangegelbe Nadeln, 
F, P. 161—163° nach schwachem Sintern bei 158°. Der aus dem 
Pikrat mit Lauge in Freiheit gesetzte Kohlenwasserstoff wurde im 
Hochvakuum bei 120—140° destilliert. Er schmolz im Vakuum- 
rohrechen bei 126—127°. 


Analyse des Kohlenwasserstoffes: 


3°373 mg Substanz gaben 11°510 mg CO, und 2°260 mg H,0. 
Gef. C 93°07, H 7°50%. 


Analyse des Pikrates: 


3°371 mg Substanz gaben 7°535 mg CO, und 1°290 mg H,O. 
Gef. C 60°96, H 4°28%. 


Fraktion IIIb: 150—185° bei 0-0012 mm Druck, Haupt- 
menge geht bei 170° iiber. Zihes Ol, Ausbeute 0-57 g, wurde mit 
einer alkoholischen Lésung von 0°72 g Pikrinsaéure versetzt. Es 
entstanden 0:28 g eines in Alkohol schwer ldslichen Pikrates, 
dessen Fp. durch Umlésen aus Azeton und Ausfillen mit Alkohol 
auf 213—215° stieg. Der aus dem Pikrat mit Lauge in Freiheit 
gesetzte Kohlenwasserstoff wurde durch Hochvakuumdestillation 
und Umlésen aus Ather-Methylalkohol in farblosen Kristallen 
erhalten, die im Vakuumroéhrchen bei 116° schmolzen. 
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Analyse des Kohlenwasserstoffes; 
4-193 mg Substanz gaben 14°125 mg CO, und 2°990 mg H,0. 

Gef. C 91°87, H 7°98%. 

Analyse des Pikrates: 
3°391 mg Substanz gaben 7°175 mg CO, und 1°385 mg H,0O. 

Gef. C 57°71, H 4°57%. 

Fraktion IV war ein zihes braunes Ol, dessen hoéher sie- 
dende Anteile zu gelben Kristallen erstarrten. Sie wurde mit den 
Kristallen C vereinigt und im Soxhletapparat mit Ather er- 
schépfend extrahiert. Beim Einengen auf zirka 5cm* kristalli- 
sierten im Kiihlschrank Kristalle D aus. Die 4therischen Mutter- 
laugen von D wurden nach dem Abdampfen des Athers destilliert. 
Beim Fraktionieren im Hochvakuum wurden zwei Fraktionen bei 
190—210° und bei 210—225° aufgefangen, die beide (0°69 bzw. 
(0-86 g) ein Pikrat vom Fp. 213—215° lieferten, das mit dem oben 
beschriebenen identisch war. 

Die Kristalle D wurden nach dem Umkristallisieren aus 
Tetralin im Hochvakuum sublimiert. Nach einem kleinen 6ligen 
Vorlauf gingen wahrend vier Stunden, wobei die Luftbadtempe- 
ratur auf 210° eingestellt war und erst zum SchluB auf 250° ge- 
steigert wurde, hellgelbe Kristalle tiber; diese waren noch nicht 
einheitlich. Die zuerst iibergangenen Anteile zeigten einen Fp. 
von zirka 230°, die Mittelfraktion schmolz bei zirka 250°, die 
héchstsiedende Fraktion bei zirka 280°. Die Trennung der Sub- 
stanzen war sehr schwierig, was durch die geringen Léslichkeits- 
und Siedepunktsunterschiede und durch die verhdltnismaBig ge- 
ringe Substanzmenge verursacht war. Sie wurde durch mehr- 
malige fraktionierte Destillation und durch Umlésen aus viel 
Alkohol bewirkt, in dem die héher schmelzende Substanz fast 
ganz unléslich ist. Die alkoholischen Mutterlaugen wurden durch 
Sublimieren und Umkristallisieren der leichter fliichtigen Anteile 
aus Eisessig gereinigt. Der Fp. der so gewonnenen Kristalle lag 
im evakuierten Réhrchen bei 228—230-5°. Eine vielleicht mégliche 
weitere Reinigung konnte wegen der geringen Substanzmenge 
nicht mehr durchgefiihrt werden. Der Mischschmelzpunkt mit 
einem nach den Angaben von Diets und Mitarbeitern aus Chole- 
sterin erhaltenen Kohlenwasserstoff, dessen Schmelzpunkt nach 
dem Umkristallisieren aus Eisessig bei 227—-228° lag, zeigte starke 
Depression (200—225°). 


Analyse: 
3°651 mg Substanz gaben 12°580 mg CO, und 2°115 mg H,0. 
Gef. C 93°97, H 6°48%. 
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Die bei héherer Temperatur, 220—230° unter 0-001 mz 
Druck, sublimierende Verbindung wurde abwechselnd aus Tetra 
lin, Thiophen, Benzol und Propylalkohol umkristallisiert, zentri 
fugiert und sublimiert. Der Fp. stieg schlieBlich auf 304—305°. 


Analyse: 
3°477 mg Substanz gaben 11°925 mg CO, und 1°930.mg H,0O. 
Gef. C 93°54, H 6°21%. 


Oxydation des Sapotalins. 


1-003 g Sapotalinpikrat wurden in 40cm*® 1%iger Natron- 


lauge gebracht und am absteigenden Kiihler destilliert. Unter 


weiterem Zusatz von insgesamt etwa 100 cm* Wasser wurde die 
Destillation fortgesetzt, bis keine Oltrépfchen des Kohlenwasser- 


stoffes mehr iibergingen. Die wisserige Emulsion wurde unter 


RiickfluBkiihlung am siedenden Wasserbad erhitzt und wiéhrend 
360 Stunden portionenweise Kaliumpermanganat eingetragen. 
Nach Verbrauch von 3°89 (ber. etwa 45g) Kaliumpermanganat 
wurde wegen des sehr langsam gewordenen Verlaufes der Re- 
aktion die Oxydation unterbrochen, mit 25 cm* konz. Salzsiure 
angesduert, durch Zusatz von SO, der Braunstein in Lésung ge- 
bracht und die Fliissigkeit, in der sich ein Ol abgeschieden hatte, 
im Extraktor erschépfend mit Ather ausgezogen. Der Extrakt 


wurde mit Natronlauge aufgenommen und mehrmals mit Ather 


ausgeschiittelt, um nichtsaure Verbindungen zu entfernen. Die 
alkalische Lésung wurde nun wieder angesiuert und neuerlich mit 
Ather extrahiert. So wurden 0-238 g saure Oxydationsprodukte 
gewonnen und daraus unter Zusatz von absolutem Methylalkoho! 
mittels Diazomethans die Methylester dargestellt. Bei der Destilla- 
tion im Hochvakuum ging die erste Fraktion bei 100—140° iiber, 
die zweite bei 140—180°. Beide wurden mit einigen Kubikzenti- 
metern Ather iibergossen, wobei Fraktion II gréBtenteils kristalli- 
sierte, waihrend sich aus Fraktion I nur wenig Kristalle aus- 
schieden. Die Atherlésungen wurden abgegossen, die Kristalle 
mit wenig eisgekiihltem Ather gewaschen und aus Methylalkoho! 
umkristallisiert. Der Schmelzpunkt lag bei 131—132°, der Misch- 
schmelzpunkt mit einem aus Bulbokapnin gewonnenen Mellophan- 
sduretetramethylester (Fp. 132—133°) lag bei 131—133°. Mithin 
ist als Oxydationsprodukt des Sapotalins Mellophansiure nachge- 
wiesen. Die Atherische Mutterlauge des Mellophansiureesters 
wurde nochmals im Hochvakuum destilliert. Das bis 130° iiber- 
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vangene Ol wurde mit 4cm* Salpetersiure (Dichte 1-3) auf dem 
\Wasserbade erhitzt. Das Ol ging rasch in Lésung. Die Salpeter- 
siure wurde nun verdampft und der Riickstand mehrmals mit 
Salpetersiure, zuletzt mit konzentrierter, abgedampft. Nach Um- 
kristallisieren aus Salpetersiure wurde auf einer Glassinternutsche 
abgesaugt. Der Schmelzpunkt lag unter Aufschiumen bei 222°, 
was fiir das Vorliegen von Trimellithsiure sprach. Ein Teil der 
Siure wurde mit 12%igem Ammoniak zweimal abgedampft und 
der Riickstand im Vakuum der Wasserstrahlpumpe destilliert. Der 
bei einer Luftbadtemperatur von 290—310° iibergangene Teil wurde 
bei 300—310° redestilliert und schmolz im evakuierten Réhrchen 
bei 266—267°, nach schwachem Sintern bei 264°. Eine aus Cheli- 
donin gewonnene Trimellithsiure gab nach der gleichen Behand- 
lung eine bei der gleichen Temperatur schmelzende Imidkarbon- 
siure. Beide Stoffe wurden dann zusammen sublimiert; das Misch- 
sublimat schmolz nach schwachem Sintern im Vakuumroéhrchen 
hei 266—267°, zeigte also keine Depression. 


Synthesedes Sapotalins. 


B-p-Tolylithylalkohol (aus p-Bromtoluol und Athylenchlor- 
hydrin) wurde in einem Bombenrohr unter Eiskiihlung mit Brom- 
wasserstoff gesittigt, wobei der Réhreninhalt zu einer festen Kri- 
stallmasse, méglicherweise einer Additionsverbindung, erstarrte. 
Nach dem Zuschmelzen wurde 5 Stunden auf 110° erhitzt, der 
Bombeninhalt mit Benzol aufgenommen und mit Wasser durch- 
geschiittelt. Der zwischen 110 und 120° bei 16 mm Druck iiber- 
gehende Anteil wurde erneut mit Bromwasserstoff behandelt. 
Das Bromid siedet bei 115° bei 16 mm. 

In einem Bombenrohr wurden 1:-48g Natrium in 25cm’ 
absolutem Alkohol gelést. Nach dem Erkalten wurde mit 10-2 g 
Methylmalonester gut vermischt und 11-69 £-p-Tolylithylbromid 
zugesetzt. Die Mischung wurde im Schiittelbombenofen 5 Stunden 
auf 130° erhitzt, Wasser zugesetzt und mit Ather mehrmals aus- 
geschiittelt. Der Ather wurde getrocknet, abgedampft und der 
Ester bei 191—192° und 14 mm Druck destilliert. Farbloses vis- 
koses Ol, Ausbeute 6 g. 

Zu einer Lésung von 5g KOH in 4cm* H,O wurden 6g des 
8-p-Tolylithylmethylmalonesters zugefiigt und unter Riickflub- 
kiihlung 30 Minuten zum Sieden erhitzt. Nach dem Verdiinnen mit 
Wasser wurde die alkalische Lisung zweimal mit Ather ausge- 
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schiittelt, dann angesiuert und mit Ather extrahiert. Nach dem 
Abdampfen des Athers kristallisierte die Malonsiure und zeigt 
nach zweimaligem Umkristallisieren aus Benzol den Fp. 160—161" 


Analyse: 
3°593 mg Substanz gaben 8°725 mg CO, und 2°170 mg H,0O. 

C,;H,,0, Ber. C 66-07, H 6-844. 

Gef. C 66°28, H 6°76%. 

7 g b-p-Totylithylmethylmalonsiure wurden in einem Subli- 
mationsréhrchen 30 Minuten auf 180° erhitzt; die CO.-Entwick- 
lung hatte schon nach 15 Minuten aufgehért. Die entstandene 
Monokarbonsiure wurde im Wasserstrahlvakuum bei 190—200° 
Luftbadtemperatur destilliert und ging als farbloses, viskoses 0) 
iiber, das in 10 cm* Petrolither gelést und mit 15cm* Thionyl- 
chlorid 2 Stunden auf 75° erhitzt wurde. Dann wurden Petrol- 
aither und Thionylchlorid abdestilliert und neuerdings mit 10 cm* 
Thionylchlorid 1 Stunde auf 50° erwirmt. Das Siurechlorid de- 
stillierte bei 150—160° Luftbadtemperatur im Wasserstrahlvakuum 
iiber; farbloses Ol, Ausbeute 4:4 g. 

Eine kleine Menge des Siurechlorides wurde in Petrolather 
gelést und mit trockenem Ammoniak behandelt. Der Petrolither 
wurde abdestilliert und das Siureamid aus Benzol umkristallisiert. 
Vakuumschmelzpunkt 146—147° (vdllig klar bei 149°). 


Analyse der Siureamides: 
3°135 mg Substanz gaben 8-600 mg CO, und 2°575 mg H,O. 

C,.H,,ON. Ber. C 75°38, H 8-974. 

Gef. C 74°81, H 9-19%. 

4-3 g des Saéurechlorides wurden in 15 cm* Petrolather vom 
Siedepunkt 75—100° gelést und zu einer Suspension von 49 
Aluminiumchlorid in 10cm’ Petrolither gegossen; nach dem Ab- 
klingen der ersten Einwirkung wurde unter RiickfluBkiihlung 
2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Nach dem Erkalten wurde 
Eis zugesetzt, 20 cm® Salzsiure (1:1) zugefiigt und im Scheide- 
trichter getrennt. Die saure Lésung wurde viermal ausgeidthert, 
die Atherlésungen mit Natriumsulfat getrocknet und der Ather 
abgedampft. Das 2,7-Dimethyltetralon-1 siedet bei 142—143° 
unter 16mm Druck. Farbloses Ol, Ausbeute 3-4 g. 


0-1 g des Tetralons wurde in 4cm* Alkohol gelést und mit 
einer Lésung von 0-09 g Semikarbazid-hydrochlorid und 0:09 g 
Natriumazetat in 2.cm* Wasser versetzt. Dann wurde 2 Stunden 
auf dem siedenden Wasserbade erhitzt. Nach teilweisem Ein- 
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dunsten der Lésung kristallisierte das Semikarbazon beim Er- 
kalten aus und schmolz nach Umlésen aus Methylalkohol-Wasser 
bei, 204—206° im Vakuumrdéhrchen. 


Analyse: 
2-820 mg Substanz gaben 6°950 mg CO, und 1°815 mg H,0. 

C,,H,,ON;,. Ber. C 67°48, H 7°41%. 

: Gef. C 67°21, H 7°20%. 

18g Magnesium wurden mit 10-7g Jodmethyl in 30 cm* 
Ather grignardiert und nach gutem Kiihlen 33g des obigen 
Ketons in 20cm" Ather zugefiigt. Dann wurde 3 Stunden auf 
dem Wasserbad erhitzt und iiber Nacht stehen gelassen. Nach 
vorsichtigem Zersetzen mit Eis wurden 10cm’ konz. Salzsiure 
und 30 cm* Wasser zugesetzt und mit Ather extrahiert. Die Ather- 
lésung wurde mit Natriumsulfat getrocknet, der Ather im Va- 
kuum vertrieben und mit 25cm* Essigsiureanhydrid gekocht. 
Nach einer Stunde wurde das iiberschiissige Essigsiureanhydrid 
durch Kochen mit Wasser zerstért, mit festem Natriumhydroxyd 
neutralisiert und stark alkalisch viermal mit Ather ausgeschiittelt. 
Nach dem Trocknen iiber Atzkali wurde abgedampft und das 
Trimethyl-dihydronaphthalin iiber Natrium destilliert. Bei einer 
Luftbadtemperatur von 140—160° ging es unter 16 mm als stark 
riechendes, farbloses Ol iiber. Ausbeute 2-92 g. 


Dehydrierung des Trimethyl-dihydronaph- 
thalins. 


a) Katalytisch. 0°3g Dihydrokérper wurden mit 0-3 g Pal- 
ladium-Tierkohle 3 Stunden im Metallbad auf 190—200° erhitzt. 
Dann wurde das Reaktionsprodukt mit Ather aufgenommen, fil- 
triert, abgedampft und iiber Natrium destilliert. Bei einer Luft- 
badtemperatur von 160° gingen 0-:27g eines farblosen Oles im 
Wasserstrahlvakuum iiber. Diese wurden mit einer heibgesattigten 
Liésung von 0:37 g Pikrinsiure in Alkohol versetzt. Nach dem 
Erkalten kristallisierte das Pikrat in langen, orangefarbigen 
Nadeln aus. Der Fp. stieg beim Umkristallisieren aus Alkohol auf 
131—131:-5°. : 


Analyse: 
4:091 mg Substanz gaben 8°600 mg CO, und 1°660 mg H,0. 


C,;H,,.C,H,O,N,. Ber. C 57°12, H 4:29%. 
Gef. C 57°33, H 4-544. 
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b) Mit Selen. 1:1 g Dihydrokérper wurden mit 0°69 Selen 
30 Stunden auf 300° erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde ii: 
gleicher Weise aufgearbeitet wie bei der katalytischen Dehydrie- 
rung. Ausbeute an Kohlenwasserstoff 1-028 g. Das Pikrat dieses 
Priparates schmolz im Vakuumréhrchen bei 130-5—131-5°. Das 
Styphnat zeigte nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Alkoho! 
den Fp. 159:5—160°; der Mischschmelzpunkt mit Sapotalinstyph- 
nat lag im evakuierten Réhrehen bei 158—159°. Das in alkoholi- 
scher Lésung gewonnene Trinitro-m-kresolat schmolz bei 154 bis 
155°. Mischschmelzpunkt mit Sapotalin-Trinitro-m-kresolat bei 
152—153-5°. : 


Analyse des Styphnates: 


4-058 mg Substanz gaben 8°175 mg CO, und 1°615 mg H,O. 
C,,H,,.C,H,0,N,. Ber. C 54°92, H 4-184. 
Gef. C 54:94, H 4°45. 


Analyse des Trinitro-m-kresolates: 
3°411 mg Substanz gaben 7°230 mg CO, und 1°470 mg H,O. 
C,,H,,.C,H,O,N,. Ber. C 58°09, H 4°63%. 
Gef. C 57°81, H 4°82%. 
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